UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

DANIELA REGINA BUCH LEITE

INIBIDORES DA RNA POLIMERASE DEPENDENTE DE RNA EM ESPECIES
VEGETAIS, ATIVIDADE ANTIVIRAL DO GENERO KALANCHOE
(CRASSULACEAE) E AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO
in vitro DE Kalanchoe laetivirens DESC. (CRASSULACEAE)

CURITIBA
2023



DANIELA REGINA BUCH LEITE

INIBIDORES DA RNA POLIMERASE DEPENDENTE DE RNA EM ESPECIES
VEGETAIS, ATIVIDADE ANTIVIRAL DO GENERO KALANCHOE
(CRASSULACEAE) E AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO
in vitro DE Kalanchoe laetivirens DESC. (CRASSULACEAE)

Tese apresentada ao Curso de Pods-Graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas, no Setor de Ciéncias
da Saude, na Universidade Federal do Parana,
como requisito parcial a obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof?. Dr. Marilis Dallarmi Miguel

Coorientador: Prof. Dr. Obdulio Gomes Miguel

CURITIBA
2023



Leite, Daniela Regina Buch

Inibidores da RNA polimerase dependente de RNA em espécies vegetais,
atividade antiviral do género Kalanchoe (Crassulaceae) e avaliagdo do potencial
citotdxico in vitro de Kalanchoe laetivirens Desc. (Crassulaceae) [recurso eletronico] /

Daniela Regina Buch Leite — Curitiba, 2023.
1 recurso online : PDF

Tese (doutorado) — Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas.

Setor de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Parana, 2023.

Orientador: Profa. Dra. Marilis Dallarmi Miguel
Coorientador: Prof. Dr. Obdulio Gomes Miguel

1. Crassulaceae. 2. Kalanchoe. 3. Alelopatia. 4. Toxicidade. |. Miguel, Marilis
Dallarmi. Il. Miguel, Obdulio Gomes. Ill. Universidade Federal do Parana. IV. Titulo.

CDD 583.44

Maria da Conceigéo Kury da Silva CRB 9/1275



g . MIMISTERIO DA EDUCAGAO
fm[g ””I J][lﬂ[ﬁ SETOR DE CIENGIAS DA SAUDE
——-RMALR UMIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
H.EUEE PROGRAMA DE POS-CRADUACAD CIENCIAS
FARMACEUTICAS - 40001016042P8

TERMO DE APROVAGAD

05 mambros da Banca Examinadora designaca pelo Coleginda do Programa da Pés-Gradusgia CIENCIAS FARMACEUTICAS da
Universidada Federal do Pamni forem convocados para realizar & arguiclo da lese de Doulorade de DANIELA REGINA BUCH
LEITE intitulada INIBIDORES DA RNA POLIMERASE DEPENDENTE DE RMA EM ESPECIES VEGETAIS, ATIVIDADE
ANTIVIRAL DO GENERO KALANCHOE ([CRASSULACEAE) E AVALIAGAD DO POTENCIAL CITOTOXICO in vitre DE
Katanchos loetivirans DESC, (CRASSULACEAE),, sob orientagiio oa Profa, Dva, MARILIS DALLARK| MIGUEL. cus apos terem
inguiride & akuna o ronlizada & avaliagss do rabato, sbo de parscer peka mmmmumm.

A cutorga do titulo de doulore estd sujeita & homologaglo pelo colegiada, ao atendimento de togas as indicacBes o comecios

salicitacas pela banca & aa pleno alendimento dae demandas regimontats do B W de Pie-G cla,
CURITIEA, 12 de Dezambre de 2023,
GLEL
Banca Examinadarn
f "
L.pu-:m"l. \Jﬂu&w‘
oty
LUCIANE DALARMI CRISTIANE DA SILVA PALLA DE OLIVETRA
Avetacer Extorna (CENTRO DE ENSING SUPERICR DE MARINGA - Avaliador Externa (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)
CURITIEA)
ﬂ;’-tﬁ oy lins ;-1%“
DEISE PREHS MONTRUCCHIO Jﬂgﬁk’ﬁejﬁtma PAR DIAS
Avalipder Inlemo (UNIWVERSIDADE FEDERAL DO PARANA) Avaliador Intamo (UKNVERSIDADE FEDERAL DO PARAMA)

Avenita Prafodo Lothiro Malsaner, 832 - CURITIBA - Parana - Brasi
CEP BO210-170 - Tel: {41) 3360-4038 - E-mall: clulpriigmall.com



Esse trabalho é dedicado aos meus pais, por todo amor e incentivo.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradecgo a Deus pela graga da vida, por guiar meus passos,
por me dar forgas para chegar até aqui e por me conceder eternas béngéaos.

Aos meus pais, Lourival (in memoriam) e Tania, por todo amor incondicional,
meus exemplos de disciplina e persisténcia, por sempre me incentivar a estudar.
Principalmente, a minha méae, por todo o amor, pelo apoio constante e pelos
cuidados.

A minha amada filha, Milena, que com apenas trés anos teve sabedoria
suficiente para aceitar a minha auséncia em muitos momentos e que apesar disso
sempre me inspirou e me deu forga para continuar.

Ao meu amado e dedicado esposo, Flavio, parceiro fiel de vida, que esteve
presente em todos os momentos do meu doutorado, sempre incentivando e
acreditando em mim, por todo amor, pelas ajudas, pela paciéncia e por me fazer
acreditar que ia dar certo.

A todos da minha familia que sempre me proporcionaram toda a estrutura e
apoio para que eu pudesse crescer. Em especial, aos meus sobrinhos queridos,
Vinicius e Filipe, pelo carinho, por sempre tentarem entender como os anticorpos
funcionam e como as plantas sao importantes.

A Universidade Federal do Parana pela oportunidade de poder concluir mais
uma etapa da minha vida.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior pelo
auxilio financeiro.

Ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Parana pela oportunidade.

A minha orientadora, professora Dra. Marilis Dallarmi Miguel, que acreditou
em mim, que me concedeu a imensa oportunidade de tentar em meio a tantos
desafios, pela paciéncia, pela compreensdo e por todos os ensinamentos
relacionados ao doutorado e a vida.

Ao professor Dr. Obdulio Gomes Miguel, meu coorientador, pela paciéncia,
pelo auxilio com as extragdes e por todos os ensinamentos.

A professora Dra. Josiane de Fatima Gaspari Dias, pelo auxilio nos ensaios,

nas discussdes e analises estatisticas dos resultados e por todos os ensinamentos.



A professora Dra. Deise Prehs Montrucchio pelo auxilio com a redacdo e
revisao dos artigos.

A todos os professores do Departamento de Farmacia da Universidade
Federal do Parana pelo acolhimento e ensinamentos.

A Solange Pereira Cordeiro pelo apoio, pelo auxilio e colaboragdo durante
desenvolvimento desse trabalho, em especial pela amizade e por me conceder a
oportunidade de ser madrinha da preciosa Julinha.

Ao Idonilton da Conceicdo Fernandes pela parceria, pelo auxilio, pelas
conversas durante os dias incertos da pandemia e principalmente pela amizade.

A amiga Andressa Cunha, por ser tdo especial e presente na minha vida.

As doutorandas Elisiane de Bona Sartor, Cintia Anjos pelo auxilio com as
metodologias e revisées. Ao doutorando Cleiber Marcio Flores por me apresentar ao
Rayyan.

Ao CAPA, (Centro de Assessoria de Publicagdo Académica), pela
assessoria, revisao do artigo.

Aos técnicos do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do
Parana Gracinha, Paulo, Gustavo e Edneia por toda a ajuda.

Ao Botanico, Mestre Mario Fritsch, pela parceria e pela identificacdo do
material botanico.

Ao Engenheiro Florestal do Museu Boténico Municipal, Marcelo Leandro
Brotto pela identificagdo do material botanico.

Aos funcionarios da Biblioteca, da se¢ao de pés-graduacao, agradeco pelo
auxilio e disposicéo.

As professoras Dra. Deise Prehs Montrucchio, Dra. Josiane de Fatima
Gaspari Dias, Dra. Luciane Dalarmi e Dra. Cristiane da Silva Paula por terem
aceitado compor minha banca de defesa de tese.

E a todos os amigos e colegas que acreditaram na minha competéncia e

ajudaram direta e indiretamente para realizagdo desse objetivo.



“O sucesso nasce do querer, da determinacédo e persisténcia em se chegar a
um objetivo. Mesmo néo atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos,
no minimo, fara coisas admiraveis.”

José de Alencar



RESUMO

Os metabdlitos secundarios presentes nas plantas representam um conjunto de
possibilidades farmacolégicas, a elucidacao de moléculas bioativas é essencial para
a descoberta de compostos-prototipos. Como muitas espécies ainda nao foram
estudadas, muitos compostos-prototipos ainda podem ser descobertos. Entre os
anos de 2020 a 2023, durante a epidemia global de Covid-19, cientistas do mundo
inteiro reuniram esforgos a procura de um farmaco antiviral efetivo contra o virus
SARS-CoV-2. Portanto, duas revisdes integrativas foram realizadas, uma reuniu
compostos vegetais que apresentaram potencial antiviral contra uma das enzimas
responsaveis pela replicacao viral, a RNA polimerase dependente de RNA. A outra
revisdo descreveu espécies e derivados vegetais com potencial antiviral presentes
no género Kalanchoe. A espécie Kalanchoe laetivirens é considerada pela literatura
uma planta ornamental pouco descrita, no entanto algumas espécies do género ja
sdo conhecidas como plantas medicinais. Com o objetivo de direcionar futuros
estudos de bioatividade com o extrato cetbnico da espécie K. laetivirens, a
toxicidade preliminar do extrato bruto foi avaliada por meio de testes in vitro. Para
isso, primeiramente realizou-se o processo de herborizacdo para facilitar a
confirmagao da espécie, as folhas foram liofilizadas e o extrato bruto foi obtido por
meio da extracao em soxhlet. O potencial citotoxico do extrato bruto foi avaliado por
meio de testes preliminares, artemia, atividade hemolitica e alelopatia. A toxicidade
aguda aos microcrustaceos foi considerada fraca, apresentando CLso de 650 pg/mL.
Nao foi observada hemolise nas concentragdes testadas. Porém, o extrato bruto
cetbnico apresentou alelopatia inibitoria em sementes de Lactuca sativa. A avaliagéo
preliminar da toxicidade permite verificar a viabilidade da espécie e direcionar os
estudos de bioatividade.

Palavras-chave: caracterizagao fitoquimica; Kalanchoe; alelopatia; toxicidade.



ABSTRACT

The secondary metabolites present in plants represent a set of pharmacological
possibilities, the elucidation of bioactive molecules is essential for the discovery of
prototype compounds. As many species have not yet been studied, many prototype
compounds can still be discovered. Between the years 2020 and 2023, during the
global Covid-19 epidemic, scientists from around the world joined forces in search of
an effective antiviral drug against the SARS-CoV-2 virus. Therefore, two integrative
reviews were carried out, one brought together plant compounds that showed
antiviral potential against one of the enzymes responsible for viral replication, RNA-
dependent RNA polymerase. The other review described species and plant
derivatives with antiviral potential present in the Kalanchoe genus. The species
Kalanchoe laetivirens is considered in the literature to be a poorly described
ornamental plant, however some species of the genus are already known as
medicinal plants. With the aim of directing future bioactivity studies with the ketone
extract of the species K. laetivirens, the preliminary toxicity of the crude extract was
evaluated through in vitro tests. To achieve this, the herborization process was first
carried out to facilitate confirmation of the species, the leaves were freeze-dried and
the crude extract was obtained through soxhlet extraction. The cytotoxic potential of
the crude extract was evaluated through preliminary tests, artemia, hemolysis and
allelopathy. Acute toxicity to microcrustaceans was considered weak, with an LCso of
650 ug/mL. No hemolysis was observed at the concentrations tested. However, the
crude ketone extract showed inhibitory allelopathy in Lactuca sativa seeds. The
preliminary toxicity assessment makes it possible to verify the viability of the species
and direct bioactivity studies.

Keywords: phytochemical characterization; Kalanchoe; allelopathy; toxicity.
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1 INTRODUGAO

Desde o principio, os produtos naturais garantem a sobrevivéncia da
humanidade, sendo utilizados para o tratamento de doencas, como fonte de
alimentagado, na agricultura, para habitagdo, vestimentas, em objetos utilizados na
defesa e ataque, na producao de transportes, em manifestagdes artisticas, culturais
e religiosas. Atualmente, ademais, como material e insumo para as industrias de
medicamentos, vestuarios, cosméticos, perfumes, corantes, sanitizantes,
conservantes, entre outros (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR,2011). Muitas
especies vegetais tém sido utilizadas desde os tempos remotos, garantindo a
sobrevivéncia e fazendo parte da evolugdo humana (CHOPRA; DHINGRA, 2021).

Por meio do conhecimento empirico e através da observagcdo do
comportamento dos animais, o homem descobriu as propriedades uteis e nocivas
dos vegetais. A origem das primeiras descricbes do uso de plantas com fins
terapéuticos se deu na Mesopotamia e datam de 2.600 a.C.. Oleo de cedro (Cedrus
spp.), alcaguz (Glycyrrhiza glabra), mirra (Commiphora spp.), papoula (Papaver
somniferum), entre muitas outras espécies ja eram utilizadas na época (OLIVEIRA et
al., 2007; DUTRA et al., 2016; MONTEIRO; BRANDELLI, 2017; RIBEIRO et al.,
2017). Os amerindios ja usavam algumas espécies ha mais de dez mil anos, como
alimento ou remédio, muitas espécies nativas das Américas foram introduzidas na
Europa pelos portugueses e espanhdis. Pode-se listar como exemplo as raizes da
salsaparrilha (Smilax spp.) e do guaiaco (Guaiacum officinale L.), nativas do Caribe,
muito utilizadas na época para o tratamento da sifilis.

A sabedoria popular ou tradicional sobre o poder curativo das plantas é
de importancia, normalmente é passada de geracdo em geracédo (OLIVEIRA et al.,
2007; DUTRA et al., 2016; SIMOES et al., 2017; SALEHI et al., 2019;). Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), grande parte da populagdo de paises em
desenvolvimento necessita da medicina tradicional nos seus cuidados basicos de
saude. Todavia, existe o uso de plantas com finalidades terapéuticas baseado no
conhecimento de senso comum sem dados de uso tradicional associado e tampouco
dados cientificos. Essa pratica pode representar um risco eminente para saude do
individuo. Neste caso, muitas vezes acabam recorrendo a “receitas naturais

milagrosas” que sao amplamente disseminadas, porém substancias téxicas como
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alcaloides, aminoacidos, amidas, glicosideos, saponinas e taninos podem estar
presentes nesses fitocomplexos e serem responsaveis por intoxicagbes (OLIVEIRA
et al., 2007; MENDONCA et al., 2019; MARMITT; SHAHRAJABIAN, 2021). Tais
substancias, quando identificadas, isoladas, purificadas podem apresentar sua
funcao bioldégica compreendida, algumas delas podem sugerir protétipos para novos
medicamentos. Isso vem sendo confirmado nos ultimos anos nas areas de ciéncias
farmacéuticas, biologia, quimica, farmacologia e medicina (KOEHN; CARTER, 2005;
LI; VEDERAS, 2009; VALLI et al., 2018; FOLQUITTO et al., 2019; CHOPRA;
DHINGRA, 2021). Entre as substancias biologicamente ativas presentes, podemos
citar os aleloquimicos, que também s&o alvos de muitos estudos. Alguns
aleloquimicos sdo capazes de inibir a germinagdo, o crescimento e suprimir a
colonizagdo micorrizica de plantas. Além disso, podem atuar como agentes
defensivos contra herbivoros e patdégenos, por isso podem ser de extrema

importancia na agricultura (MORAIS et al., 2021).

1.1 JUSTIFICATIVA

A falta de conhecimento ou a dificuldade de acesso a uma unidade basica
de saude sao motivos que levam as pessoas a fazer o uso indevido de plantas. Este
habito pode trazer prejuizo a saude ou até mesmo permitir o avango da doenca.
Muitas atividades biolégicas no género Kalanchoe ja foram descritas, demonstrando
grande potencialidade farmacoldgica de algumas espécies. No entanto, a espécie
Kalanchoe laetivirens é considerada pela literatura uma planta ornamental, pouco
descrita, principalmente quanto sua composicao e propriedades (FILHO et al., 2005).

Em 2019, a epidemia global de COVID-19 se espalhou rapidamente,
fazendo com que profissionais da saude tivessem que lutar uma batalha sem armas.
Mesmo antes de conhecer ao certo todos os efeitos deletérios no organismo humano
causados pelo virus SarCov-2, pesquisadores do mundo todo investiram em
pesquisas com o intuito de selecionar um composto antiviral capaz de ser usado
para conter os casos de COVID-19. Foi em meio a este cenario, que relacionar
inibidores da enzima RNA polimerase dependente de RNA presentes em espécies
vegetais se tornou um dos objetivos dessa pesquisa. Os passos seguintes, revisdo

de compostos antivirais presentes no género Kalanchoe e avaliagdo do potencial
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citotoxico da espécie Kalanchoe laetivirens tiveram como objetivo identificar uma

espécie vegetal segura para futuros estudos sobre compostos antivirais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Relacionar compostos naturais com potencial antiviral de diferentes espécies
vegetais, em espécies de Kalanchoe por meio de revisdes integrativas e avaliar a

toxicidade preliminar do extrato bruto da espécie Kalanchoe laetivirens.

1.2.2 Objetivos especificos

o Compor a estratégia de busca para iniciar a revisdo sobre inibidores
naturais da enzima RNA polimerase dependente de RNA,;

° Compor a estratégia de busca para relacionar extratos e ou compostos
naturais com potencial antiviral em espécies de Kalanchoe;

o Levantar junto a literatura os artigos resultantes das buscas realizadas;

o Confrontar os artigos resultantes da triagem inicial entre os revisores;

o Sintetizar e organizar os estudos obtidos de ambas as revisdes;

o Identificar e avaliar os desfechos selecionados nos estudos;

o Confeccionar os artigos de revisdo, com suas respectivas discussoes e
consideracgdes finais sobre os assuntos abordados;

o Coletar o material botéanico;

o Identificar a espécie Kalanchoe laetivirens;

o Cultivar a espécie Kalanchoe laetivirens;

o Extrair o 6leo essencial das folhas de Kalanchoe laetivirens;

o Caracterizar os compostos quimicos presentes no 6leo essencial de
Kalanchoe laetivirens;

o Liofilizar as folhas de Kalanchoe laetivirens;

o Avaliar parametros fisico-quimicos;

o Obter o extrato bruto a partir das folhas liofilizadas de Kalanchoe

laetivirens;
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o Avaliar o potencial citotoxico preliminar do extrato bruto pelos métodos
de Artemia salina, hemolise e atividade alelopatica;
o Verificar os efeitos alelopaticos do sumo das folhas frescas de

Kalanchoe laetivirens.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS COMO FONTE DE PROTOTIPOS

As pesquisas realizadas na area de quimica de produtos naturais
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de novos farmacos. Por
meio de técnicas simples, mas extremamente eficientes, é possivel caracterizar e
isolar compostos produzidos a partir do metabolismo secundario de plantas, animais
e microrganismos. Para concluir com sucesso um processo de extragcdo, devemos
ter informacgdes basicas do nosso composto de interesse, tais dados direcionam a
escolha do método e do solvente (SIMOES et al., 2017; KRAMBECK et al., 2020).
Foi no inicio do século XIX que compostos bioativos comegaram a ser isolados de
plantas, (DONATO et al., 2020) é possivel verificar alguns exemplos de fontes
vegetais e suas respectivas substancias isoladas (QUADRO 1) (DUTRA et al.,
2016).

QUADRO 1 — PRIMEIROS COMPOSTOS BIOATIVOS ISOLADOS DE PLANTAS DE INTERESSE

MEDICINAL
Ano Espécie Isolado
1806 Papaver somniferum Morfina
1820 Coffea arabica Cafeina
1824 Papaver somniferum Codeina
1831 Atropa belladonna Atropina
1832 Salix Alba Salicina
1848 Papaver somniferum Digoxina
1849 Digitalis lanata Papaverina
1943 Chondrodendron tomentosum Curare

FONTE: DUTRA et al. (2016).

Os compostos naturais, presentes na biodiversidade, muitas vezes séao
moléculas complexas provenientes de processos evolutivos (CHEN; KIRCHMAIR,
2020). Ja na década de 1960 o interesse dos pesquisadores por produtos naturais

teve uma diminuigéo, devido ao longo processo para isolar e elucidar as moléculas.
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Tal processo se tornava inviavel muitas vezes relacionado a custos e quantidades
insuficientes para dar continuidade aos estudos necessarios. A investigagdo de
novos protétipos voltou a crescer com os avangos tecnoldgicos que facilitam a
triagem biologica, técnicas diversas que possibilitam o isolamento e elucidagao
estrutural de moléculas (SIMOES et al., 2017). Como técnicas mais eficientes,
podemos citar extragao assistida por micro-ondas, extragao assistida por enzimas,
extragcdo por campo elétrico pulsado (KRAMBECK et al., 2020). Atualmente, a
quimioinformatica é uma area que vem crescendo, com o objetivo de aperfeigoar o
tempo de triagem de moléculas protoétipos. Por meio de softwares, por exemplo,
pesquisadores conseguem prever moléculas mais simples, mas que contenham a
parte estrutural responsavel por uma dada atividade biolégica (CHEN; KIRCHMAIR,
2020).

A biodiversidade tem sido a base para o progresso da nossa sociedade, seu
valor é incalculavel (BRASIL, 2023). A preservagao do meio ambiente atrelado ao
investimento em cultivo de espécies vegetais pode fornecer contribuicbes aos
diferentes setores econémicos (primario, secundario e terciario). E possivel citar
como exemplos, a contribuicdio com o sustento de pequenos agricultores, o
desenvolvimento de agroquimicos, corantes, fragrancias, cosméticos, suplementos
alimentares (VALLI et al., 2018; FAJINMI et al., 2023).

Pesquisadores sugerem incentivos a programas de pesquisas, politicas
publicas em preservacgao, desenvolvimento do mercado de medicamentos derivados
de plantas no Brasil que resulte na parceria entre universidades e industrias
farmacéuticas (VALLI et al., 2018; FAJINMI et al., 2023).

2.2 FAMILIA CRASSULACEAE

As Crassulaceas sao suculentas, herbaceas ou subarbustivas e compdem
uma grande familia de dicotiledéneas (MILAD et al., 2014). Crescem em ambientes
aridos e em rochas e isso se deve por apresentarem o metabolismo acido das
crassulaceas, ciclo CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas) (SINGH, 2010; EID
et al., 2018; RANZATO FILARDI et al., 2018; MIZUNO et al., 2022).

O metabolismo &acido das crassulaceas € uma estratégia que foi
desenvolvida por algumas espécies durante a selegdo natural e mantém a

fotossintese mesmo em condi¢gbes de escassez de agua (BURGOS et al., 2022).
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Dessa maneira, as plantas que desenvolvem o ciclo CAM permanecem com 0s
estdmatos fechados durante o dia, reduzindo assim a perda de agua. Durante a
noite os estdbmatos se abrem, o CO:2 é fixado e transformado em oxaloacetato pela
enzima fosfoenolpiruvato carboxilase. O oxaloacetato é transformado em malato
pela enzima malato desidrogenase. O malato formado € armazenado em enormes
vacuolos (caracteristica anatdmica comum), a noite acontece uma acidificacdo das
folhas pelo acumulo de acido malico, que €& descarboxilado pela enzima NADP-
malica durante o dia quando os estdmatos estdo fechados, o CO:2 é liberado do
malato e refixado pela enzima RuBisCo e convertido em carboidrato por meio do
ciclo de Calvin (GILMAN; EDWARDS, 2020; LAWSON et al., 2022; SHANKER et al.,
2022).

Por realizarem o metabolismo acido das crassulaceas, as plantas dessa
familia apresentam folhas e ramos carnosos, com grande reserva de agua, além
disso, possuem uma cuticula de cera espessa que cobre a epiderme, contribuindo
também para reducdo da evaporagdo de agua. Tais caracteristicas favorecem a
adaptacao das espécies em diferentes tipos de climas, desde regides tropicais até
regidbes com clima temperado. Suas folhas simples chamam a atengdo por
apresentarem diferentes formas, cores e texturas, suas flores sao actinomorficas,
hermafroditas e geralmente cimosas (FIGURA 1) (SINGH, 2010; RANZATO FILARDI
et al., 2018; JIN et al., 2022).

FIGURA 1 — ESPECIES DA FAMILIA CRASSULACEAE

Nota: A, B e H— Echeveria sp; C, D, E, F e | - Sedum sp; G — Crassula sp.
FONTE: O autor (2023).
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A familia Crassulaceae ndao é endémica do Brasil, mas apresenta
distribuicdo confirmada na regiao Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do
Brasil (RANZATO FILARDI et al., 2018). Suas espécies estdo distribuidas em todo o
mundo, exceto Australia e Ilhas do Pacifico (SINGH, 2010; JIN et al., 2022; MIZUNO
et al., 2022; ANDRADE et al., 2023).

Na familia crassulaceae, o género Sedum é o maior, apresenta 428 espécies
(EID et al., 2018), ao todo s&o 36 géneros e mais de 1400 espécies presentes na
familia (ANDRADE et al., 2023). Outros importantes géneros fazem parte dessa
familia: Aeonium, Crassula, Dudleya, Echeveria, Kalanchoe, Rhodiola, Sempervivum
e Tylecodon. Suas espécies sdao comumente utilizadas para fins ornamentais, porém
também tem sido relatado o seu uso na medicina tradicional. Varias atividades
biolégicas ja foram citadas na familia, entre elas atividade antioxidante, anti-
hiperglicémica, antimicrobiana, antiulcerogénica, citotdxica, anticancerigena,
antiinflamatéria e antinociceptiva, hepatoprotetora, analgésica, antiartritica,
antimalarica, antimutagénica, inseticida e anti-hipertensiva (EID et al., 2018;
ANDRADE et al., 2023). A espécie Sedum bulbiferum foi citada por ser util na,
industria cosmética, apresentou capacidade de clarear e hidratar a pele
(WARASHINA; MIYASE, 2017). A familia Crassulaceae foi descrita como uma rica
fonte de compostos fendlicos (EID et al., 2018).

2.3 GENERO Kalanchoe

Pertencente a familia Crassulaceae, o género Kalanchoe Adans. Inclui
aproximadamente 179 espécies, sao plantas perenes encontradas em areas
tropicais (ANDRADE et al., 2023; NASCIMENTO et al., 2023; STEFANOWICZ-
HAJDUK et al., 2023). A maioria chama a ateng&o por sua estrutura xeromoérfica
(MILAD et al., 2014) e foi descrita pela primeira vez em 1763 por Michel Adanson
(ANDRADE et al.,, 2023; IPNI, 2023). Por vezes € mencionado seu sinénimo,
Bryophyllum Salisb. (MILAD et al., 2014; ANDRADE et al., 202), descrito pela
primeira vez por Richard Anthony Salisbury em 1805 (IPNI, 2023).

Espécies pertencentes a esse género sdo nativas de Madagascar, Africa
continental, se estendendo da Arabia ao Sudeste Asiatico (CURREY; ERWIN, 2011;
ZAWIRSKA-WOJTASIAK et al., 2019; VARGAS et al.,, 2022; STEFANOWICZ-
HAJDUK et al, 2023), INDIA E BRASIL (MILAD et al, 2014; ZAWIRSKA-
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WOJTASIAK et al., 2019; STEFANOWICZ-HAJDUK et al., 2023), devido ao seu
valor ornamental sdo amplamente comercializadas, utilizadas na horticultura e foram
aos poucos sendo introduzidas em todo o mundo (VARGAS et al., 2022; ANDRADE
et al., 2023).

A reproducdo vegetativa ocorre tanto sexualmente quanto por meio de
plantulas localizadas ao longo da borda das folhas (MCCREADY et al., 2022).
Devido a presenca desses pequenos individuos clonais, algumas espécies sao
conhecidas popularmente como “méae de milhares” ou “mae de milhdes” (AKULOVA-
BARLOW, 2009; CURREY; ERWIN, 2011; MCCREADY et al., 2022; ANDRADE et
al., 2023), podem ser conhecidas também por aranto, flor-da-fortuna, calanchoé,
calandiva (FERREIRA, et al., 2021). A propagacao por meio de plantulas que caem
facilmente das folhas envolve os processos de embriogénese e organogénese, onde
uma unica célula vegetal pode dar origem a uma planta inteira (SU et al., 2021;
MCCREADY et al., 2022). No género Kalanchoe, o mecanismo responsavel pela
capacidade das células somaticas vem se tornar células totipotentes néo esta
definido, mas sabe-se que envolve processos complexos (vias de sinalizagao
integrada a fotoperiodo e horménios) e que é resultado da capacidade adaptativa
dessas plantas frente a condigdes ambientais, como estresse hidrico, disponibilidade
de nutrientes, duragdo do dia (MCCREADY et al., 2022). Tal caracteristica foi
responsavel pela origem do nome Kalanchoe, que € a transcri¢ao fonética de “Kalan
Chauhuy”, que significa “o que cai e cresce” (ANDRADE et al., 2023). Outra
interpretacdo para o nome do género vem das palavras utilizadas pelos indios
brasileiros, “kalanka” e “chaya” que significa ferrugem e brilho, respectivamente,
referindo-se a cor avermelhada das raizes, principalmente das suas pontas, devido a
pigmentagcdo de antocianinas (MILAD et al., 2014) e as folhas brilhantes das
espécies (ANDRADE et al., 2023).

Predominantemente, as folhas s&o opostas, suculentas, denteadas a
crenadas, apresentam em média de 10 a 20 cm de comprimento, podem apresentar-
se aglomeradas nas pontas dos galhos como na espécie K. beharensis (conhecida
popularmente como orelha de elefante) ou dispostas em rosetas em caules que se
espalham lateralmente como na espécie K. sinsepala (AKULOVA-BARLOW, 2009;
ANDRADE et al., 2023). A coloragdo das folhas pode variar bastante entre as
espécies, como exemplo, K. blossfeldiana apresenta folha verde-escura brilhante
(GARCIA-SOGO et al., 2010; ANDRADE et al., 202); K. daigremontiana verde
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escura com manchas marrom-purpura (ANDRADE et al.,, 2023; ZAWIRSKA-
WOJTASIAK et al., 2019); K. delagoensis arroxeadas escuras (CASANOVA et al.,
2020; ANDRADE et al., 2023); K. laciniata verde claro (CRUZ et al., 2012;
ANDRADE et al., 2023); K. laxiflora multicoloridas, suas folhas ficam verdes em
ambiente sombreado e rosa ou roxas sob sol forte (AKULOVA-BARLOW, 2009;
ANDRADE et al.,, 2023); K. marmorata azul esverdeada com manchas roxas
(AKULOVA-BARLOW, 2009; ANDRADE et al, 2023); K. tomentosa prateadas
(AKULOVA-BARLOW, 2009; ANDRADE et al., 2023). O caule, assim como as folhas
sdo estruturas carnosas devido ao tecido parenquimatoso (MILAD et al., 2014) e
ambas as partes vegetais sao cobertas por paredes celulares finas, impregnadas
com resina (ANDRADE et al., 2023).

As plantas desse género muitas vezes apresentam uma aparéncia incomum
e atraente (MILAD et al.,, 2014), sdao robustas e resistentes, por isso séao
consideradas ornamentais (MILAD et al., 2014; VARGAS et al., 2022). Além disso,
as flores agrupadas em cachos acima da folhagem (GARCIA-SOGO et al., 2010;
ANDRADE et al., 2023), coloridas e o facil cultivo chamam a atengéo de floristas e
por isso muitas espécies de Kalanchoe sao amplamente utilizadas na jardinagem
(CURREY; ERWIN, 2011; VARGAS et al., 2022). Alguns membros do género sao
exoticos, ademais, devido aos propagulos existentes nas folhas de muitas espécies
e ao seu metabolismo, se disseminam e se adaptam facilmente em diferentes
habitats, o que as torna invasoras (ANDRADE et al., 2023). Os processos de
disseminacgao, adaptacdo por espécies de Kalanchoe, comumente sao seguidos de
expansao e saturagao, completando assim todas as fases de desenvolvimento da
invasdo por uma espécie. Fato que se torna uma ameaca a biodiversidade global,
pois essas espécies acabam inibindo o crescimento e abundancia de outros
organismos de um ecossistema e podem alterar as propriedades dos solos
(HERRERA et al., 2012). A K. tubiflora foi descrita como planta invasora na Australia,
a K. daigremontiana nos Estados Unidos, Porto Rico, Ilhas Baleares, Australia,
Venezuela e foi descrita como uma planta invasora nociva em zonas aridas
(VARGAS et al., 2022). O que favorece a invasao da K. daigremontiana em certos
lugares é a falta de herbivoros que se alimentam dessa espécie (HERRERA et al.,
2012). Outra espécie exadtica invasora € a K. x houghtonni, € um organismo hibrido

artificial criado na década de 1930 nos Estados Unidos, durante um cruzamento
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experimental entre K. daigremontiana e K. tubiflora (HERRANDO-MORAIRA et al.,
2020).
2.4 FITOQUIMICA E POTENCIAIS TERAPEUTICOS DE ESPECIES DE Kalanchoe

Os principais beneficios terapéuticos descritos na literatura, como
antibacteriano, antivirais, antifungicas, antioxidante, antitumoral, antiinflamatorio
podem ser explicados pela presenca majoritaria de polifendis em espécies de
Kalanchoe (WANG et al., 2013; FERNANDES et al., 2016; KOUITCHEU MABEKU et
al., 2017; DE ARAUJO et al., 2018; BOGUCKA-KOCKA et al., 2018; EID et al.,
2018; FONSECA et al., 2018; MAYORGA et al., 2019; ANDRADE et al., 2023).

Os principais metabdlitos secundarios isolados de Kalanchoe pertencem as
classes de flavonoides e glicosideos cardiacos, ao todo ja foram isolados 124
compostos quimicos do género, no entanto até o momento poucas espécies foram
avaliadas em relagcdo aos seus potenciais terapéuticos. Os flavonoides foram
encontrados em extratos aquosos, etandlicos, hidroetandlicos, metandlicos de partes

aéreas (QUADRO 2) (ANDRADE et al., 2023).

QUADRO 2 — FLAVONOIDES ISOLADOS DO GENERO KALANCHOE

Compostos Espécies

K. pinnata; K. delagoensis; K. blossfeldiana; K.
Quercetin mortagei; K. fedtschenkoi; K. daigremontiana;

K. longiflora; K. ceratophylla

quercetin 3-O-B-glucoside (quercetin 3-O- K. pinnata; K. blossfeldiana; K. daigremontiana;

glucoside; isoquercetin; isoquercetrin) K. delagoensis

quercetin 3-O-B-D-glucuronopyranoside )
K. pinnata
(miquelianin)

quercetin 3-O-rhamnoside (quercitrin)
quercetin-3-O-3-D-xylopyranosyl (1—2)-a-L-

rhamnopyranoside

K. pinnata; K. delagoensis; K. longiflora;
K. ceratophylla; K. blossfeldiana;

K. daigremontiana

quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl-(1—-2)-a-L.- | k. pinnata
rhamnopyranoside
quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-a-L- | K. pinnata

rhamnopyranoside-7-0O-3-D-glucopyranoside

quercetin 3-O-rutinoside (rutin)
Kaempferol

K. pinnata; K. delagoensis; K. pinnata; K.
fedtschenkoi; K. longiflora;K. Ceratophylla

kaempferol 3,7-O-dirhamnoside (kaempferitrin)

kaempferol 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-a-L-

K. daigremontiana
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Compostos

Espécies

rhamnopyranoside-7-0O-3-D-glucopyranoside

(daigremontrioside)

kaempferol 7-O-rhamnoside

K. delagoensis; K. longiflora

kaempferol 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-a-L-
rhamnopyranoside (kaempferol 3-O-xylosyl-

rhamnoside)

K. pinnata; K. daigremontiana

kaempferol 3-O-galactoside (trifolin)

K. delagoensis

kaempferol 3-rutinoside (nicotiflorin)

K. pinnata; K. longiflora

kaempferol-3-O-robinoside-7-O-rhamnoside

(robinin)

K. delagoensis; K. longiflora

kaempferol 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1—2)-a-

L-rhamnopyranoside (kapinnatoside)

K. pinnata

kaempferol 3-O-a-L-(2-O-acetyl)
rhamnopyranoside 7-O-a-L-rhamnopyranoside
kaempferol 3-O-a-L-(3-O-acetyl)
rhamnopyranoside 7-O-a-L-rhamnopyranoside
kaempferol 3-O-a-L-(4-O-acetyl)
rhamnopyranoside 7-O-a-L-rhamnopyranoside
kaempferol 3-O-a-D-glucopyranoside 7-O-a-L-
rhamnopyranoside

afzelin (kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside)
a-rhamnoisorobin (kaempferol 7-O-a-L-
rhamnopyranoside)

K. pinnata

4' 5-dihydroxy-3',8-dimethoxyflavone 7-O-3-D-

glucopyranoside

K. pinnata

eupafolin (6-methoxyluteolin)

K. ceratophylla

eupafolin 4'-O-rhamnoside

K. ceratophylla

4'-methoxyherbacetin

K. delagoensis

kalambroside A

kalambroside B

kalambroside C

patuletin 3-O-(4'-O-acetyl-a-L-
rhamnopyranosyl)-7-0O-(3'-O-acetyl-a-L-
rhaminopyranoside)

patuletin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-7-O-(3'-O-
acetyl-a-L-rhaminopyranoside)

K. laciniata

myricetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-a-L-

rhamnopyranoside

myricitrin (myricetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside)
diosmine (diosmetin 7-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—6)-B-D-glucopyranoside)

acacetin 7-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)--D-

glucopyranoside

K. pinnata

Luteolin

K. ceratophylla;
K. pinnata




33

Compostos Espécies

luteolin 7-O-B-D-glucoside K. pinnata

FONTE: ANDRADE et al. (2023).

Algumas espécies de Kalanchoe sao popularmente destacadas por suas
propriedades medicinais e por isso sao relatadas como folhas milagrosas
(ANDRADE et al., 2023). A K. pinnata e K. brasiliensis sao as mais utilizadas na
medicina tradicional. A K. pinnata tem folha crenada bem definida enquanto a
K. brasiliensis apresenta margem foliar subcrenada, essa € a principal caracteristica
que permite diferenciar as espécies, porém a distingao nao é facil para pessoas que
nao sao especializadas (FERNANDES et al., 2016).

Estudos fitoquimicos revelaram a presenga predominante de flavonoides
glicosilados derivados da aglicona patuletina, com potenciais antioxidantes e
antibacterianos, calambrosideos A, B e C foram descritos pela primeira vez em
extratos de partes aéreas de K. brasiliensis, bem como patuletina 3-O-a-L-
ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo  (marcador  quimico do  extrato
hidroetandlico), glicosideos flavonoides derivados da eupafolina, quercetina-O-
hexosideo-O-desoxihexosideo, dimalato de kalanchosina (MAYORGA et al., 2019).

O extrato hidroetandlico de folhas de K. brasiliensis coletadas durante a
primavera e verao apresentou resultados promissores contra cepas de Salmonella, o
extrato foi capaz de inibir o crescimento bacteriano (agdo bacteriostatica)
(MAYORGA et al., 2019).

A atividade antimicrobiana e antifungica do extrato e do 6leo essencial de K.
brasiliensis foi testada frente a diversas amostras bacterianas e amostras de fungos
leveduriformes, do género Candida. Os microrganismos foram isolados de um
ambiente hospitalar, tanto o extrato hidroalcodlico quanto o 6leo essencial foram
capazes de inibir algumas cepas bacterianas. O extrato foi eficiente frente a duas
amostras e 6leo essencial apresentou atividade em um numero maior de amostras.
As amostras referentes aos géneros Streptococcus, Candida e as bactérias gram-
negativas foram resistentes as substancias testadas. No entanto, os resultados
descritos sao relevantes, levando em consideragao que todas as amostras testadas
se tratavam de cepas multirresistentes (DA SILVA et al., 2009).

Fonseca e colaboradores (FONSECA et al., 2018), avaliaram a toxicidade in

vivo e in vitro do extrato hidroetandlico das folhas de Kalanchoe brasiliensis. As
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analises in vivo demonstraram que o extrato tem um baixo efeito toxico agudo.
Através dos achados histolégicos, toxicidade subcrbnica, concluiu-se baixa
toxicidade relativa. No entanto, os autores concluiram que s&o necessarios mais
estudos sobre sua toxicidade para garantir sua seguranga e posterior uso como
fitoterapicos.

Sucos de folhas das espécies K. brasiliensis e K. pinnata foram analisados
em modelos de lesdes gastricas agudas. Realizou-se a caracterizagdo quimica e a
analise bioldgica, onde ratos Wistar foram pré-tratados por via oral com suco (125,
250 e 500 mg/kg) e ranitidina (50 mg/kg). Os resultados obtidos foram significativos,
o suco de folhas de K. brasileinsis e K. pinnata protegeu a mucosa de ratos contra o
dano gastrico da indometacina e do etanol (DE ARAUJO et al., 2018).

Inumeras atividades farmacoldgicas foram descritas na literatura para a
espécie K. pinnata, como imunomodulador, depressor do SNC, analgésico,
antimicrobiano, antiinflamatoério, antialérgico, antianafilatico, antileishmania,
antitumoral, antiulceroso, antibacteriano, antifungico, anti-histaminico, antiviral,
febrifugo, gastroprotetor, imunossupressor, inseticida, relaxante muscular, sedativo e
anticancer (HERNADEZ et al., 2004; Pattewar, 2012; MILAD et al., 2014). Seus
beneficios terapéuticos foram reconhecidos e a espécie Kalanchoe pinnata é
atualmente utilizada na medicina Ayurveda, Tradicional Chinesa e antroposdfica
(NASCIMENTO et al., 2023; PAUL et al., 2023). Além disso, no Brasil, a espécie foi
incluida na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude (Renisus) (FERNANDES et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2019; BRASIL
2019Db;).

O extrato metandlico de K. pinnata foi capaz de inibir o crescimento de
Helicobacter pylori e também atuar como antioxidante na protecéo e recuperacgéo da
mucosa gastrica (KOUITCHEU MABEKU et al., 2017).

A K. pinnata foi testada em relagéo a atividade antiofidica, o estudo sugeriu
seu uso como um possivel adjuvante no tratamento contra lesdes inflamatérias e
hemorragicas locais induzidas pelo veneno de Bothrops jararaca (FERNANDES et
al., 2016).

O potencial da K. pinnata como adjuvante no tratamento de cancer foi
avaliado, os dados obtidos foram promissores, mostraram que fitoquimicos da
espécie contribuem para a regulagdao do tumor em diferentes fases. Os autores

sugeriram também que a planta apresenta potencial para atuar como droga
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epigenética, entre os resultados obtidos foi visto que o acido galico foi capaz de inibir
a DNA-metiltransferase 1 (responsavel pela metilacdo do DNA) e o acido p-cumarico
inibiu as histonas desacetilases (HERNANDEZ-CABALLERO et al., 2022).

Pesquisadores mostraram que o extrato aquoso de folhas de K. pinnata
apresentou atividade anticonvulsivante e sedativa (YEMITAN; SALAHDEEN, 2005).
Em outro estudo, a atividade anticonvulsivante foi avaliada no extrato metandlico do
caule e da raiz de K. pinnata, foi identificado alcaloides e esterois na raiz, terpenos e
esterdis no caule. Os dois extratos exerceram atividade anticonvulsivante no modelo
de inducédo de convulsbes por pentilenotetrazol, o extrato do caule foi tao efetivo
qguanto ao resultado obtido do diazepam (controle positivo), o resultado foi associado
a presenca de esterdis (B-sitosterol e estigmasterol) em ambos os extratos (MORA-
PEREZ; HERNANDEZ-MEDEL, 2016).

O potencial antiurolitiatico dos extratos hidroalcodlicos das folhas de K.
pinnata foi avaliado em ratos, como resultado foi concluido que a administragao do
extrato pode ajudar a diminuir e evitar a deposi¢ao de cristais de oxalato de calcio
nos rins em fases iniciais (PANDHARE et al., 2021). Outro estudo avaliou potencial
de inibicao de cristais de oxalato de calcio in vitro pela fracao de acetato de etila da
planta inteira de K. pinnata e novamente resultados promissores foram verificados
(SOHGAURA et al., 2018).

Na K. pinnata estudos revelaram a presenca de 218 componentes, os
principais foram flavonois glicosidicos, entre eles quercetina e kaempferol, seguidos
de fenilpropandides, derivados do acido galico, derivados do acido benzodico e
glicosideos de alcool aciclicos e proantocianidinas (STEFANOWICZ-HAJDUK et al.,
2023). A luteina é um carotendide que demonstrou potencial antiviral (LEITE et al.,
2022) e também esta presente na espécie K. pinnata.

Na espécie K. pinnata, estudos fitoquimicos revelaram a presenca de
compostos fendlicos, bufadienolideos (bersaldegenina briofilina a, briofilina c),
vitaminas (acido ascérbico, riboflavina, tiamina e niacina), alcaloides, taninos,
triterpenos, glicosideos, flavonoides (quercetina, quercitrina, isorhamnetina,
kaempferol), cardienolideos, esterdides (estigmasterol, campesterol), lipidios,
polifendis (acido galico, acido caféico, acido cumarico), licopenos, [-carotenos,
magnésio, calcio, potassio, fésforo, sodio e microelementos como ferro e
zinco (PATTEWAR, 2012; ZAWIRSKA-WOJTASIAK et al, 2019; HERNANDEZ-
CABALLERO et al., 2022).
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A Kalanchoe laetivirens, € uma suculenta incomum, pouco descrita, nativa
de Madagascar, introduzida primeiramente em Cuba (SCIENCE, 2023).

Citada pela primeira vez por Bernard Descoings, em Le Journal de
Botanique de La Société de botanique de France, em 1997 (PERSEE, 2023).
Bryophyllum laetivirens (Desc.) VV Byalt. € o sinbnimo da espécie. Kalanchoe
laetivirens, pertence a familia Crassulaceae (FIGURA 2), é uma planta bienal,
demora 24 meses para completar seu ciclo, €& subarbusto que cresce
preferencialmente em regides tropicais sazonalmente secas (SCIENCE, 2023).

A planta é inteiramente glabra, apresenta caule simples, ndo ramificado,
cilindrico. As folhas opostas, peciolada, regularmente oblonga a eliptica ou ovadas,
podem medir 7-15 cm de comprimento e 4-7 cm de largura, apresenta plantulas em
abundancia ao redor das bordas serrilhadas. A coloragao das folhas é verde claro
uniforme, azulada, com margens por vezes um pouco rosadas quando expostas a
luz solar (PERSEE, 2023).

FIGURA 2 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DAS ESPECIES K. brasiliensis, K. pinnata e K.
laetivirens

Plantae
Tracheophyta
Magnoliopsida

Saxifragales
Crassulaceae

Kalanchoe

° e

5 Kalanchoe Kalanchoe Kalanchoe
brasiliensis pinnata laetivirens

FONTE: Tropicos (2024).
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A espécie apresenta inflorescéncia na parte terminal, corimbiforme,
multiflorosa, pendentes, cor rosa levemente arroxeada e anteras pretas (PERSEE,
2023).

A K. laetivirens cresce mais lentamente, comparada com outras espécies do
mesmo género e exige um inverno mais quente. Apresentam poucos dados
cientificos em relagdo a sua composicao e efeitos terapéuticos, diferente de outras
espécies do género, o uso tradicional ndo esta associado especificamente a esta
espécie (ANDRADE et al., 2023).

A resisténcia a multiplos farmacos (MDR) pode ser citada como um dos
grandes desafios da quimioterapia no tratamento de alguns tipos de neoplasias. O
mecanismo pode ser observado em células tumorais, in vivo e in vitro, € como
consequéncia a auséncia de resposta aos quimioterapicos (HUBER et al., 2010).
Levando esta problematica em consideracao, o extrato de Bryophyllum laetivirens foi
testado frente a linhagens de células malignas humanas (A549 - cancer de pulmao),
como resultado observou-se a apoptose das células. Possiveis mecanismos
moleculares foram levantados, como inibi¢gao de glicoproteina-P (P-gp) mediada pela
supressao da expressdo e atividade do NF-kB. A glicoproteina-P encontra-se
presente na superficie celular e € responsavel pelo efluxo de agentes
quimioterapicos do interior das células (KAEWPIBOON et al., 2014).

A presenga do composto 3,7-di-O-ramnosil-cianidina foi verificada
predominantemente na fase aquosa do extrato de K. laetivirens (FERREIRA, 2021).

Em um estudo, foi identificado conteudo fendlico no extrato hidroalcodlico de
K. laetivirens, este apresentou capacidade de estabilizagdo oxidativa em amostras
de biodisel (DA SILVA et al., 2022).

2.5 CONTRIBUIGAO DA ALELOPATIA NA AGRICULTURA

A evolugdo das espécies envolve relagdes mutualisticas, simbidticas,
negativas, competitivas e parasitarias. Essas relagdes contribuem com o surgimento
de novas vias metabdlicas secundarias, consequentemente com uma vasta gama de
moléculas biologicamente ativas que garantem a sobrevivéncia das espécies
(DAYAN; DUKE, 2014).

O maior desafio para a agricultura € encontrar substancias alternativas que

sejam eficazes no manejo de doengas e pragas, além disso, que apresentem baixas
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ou nenhuma toxicidade ao homem e a natureza. Um dos problemas enfrentados é o
controle de plantas daninhas, que demanda uma grande quantidade de herbicidas
sintéticos. Por fim, esse problema resulta na selecdo de plantas daninhas
resistentes, prejuizos na saude do homem e animais, contaminag¢des do solo e ainda
a perda da biodiversidade (DAYAN; DUKE, 2014; MANGAO et al., 2020; SILVA et
al., 2020).

As plantas daninhas se tornam invasoras nos agroecossistemas como
resultado de uma competicdo que € estabelecida inicialmente por uma guerra
quimica entre plantas, o que podemos chamar de alelopatia (SILVA et al., 2020). Em
1937, o pesquisador alemao Hans Molisch descreveu a alelopatia como sendo a
interagdo bioquimica, efeitos inibitérios ou estimulatorios, existente entre plantas e
microrganismos (RICE, 1985). Essa interagéo bioquimica pode resultar na inibi¢ao
do crescimento de uma das plantas e por fim a planta predominante ganha forca ao
diminuir os nutrientes do solo (XIE et al., 2019). Aspectos gerais relacionados com a
ecologia das plantas sédo afetados através da alelopatia, como crescimento,
sucessao de plantas, estrutura das comunidades, domindncia, diversidade e
produtividade (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Na natureza, os aleloquimicos produzidos s&o liberados a partir de
diferentes processos, como na volatilizacdo, lixiviacdo, exsudacao de raizes,
decomposicédo de partes vegetais e de serrapilheira (MWENDWA et al., 2022). Os
estudos que avaliam as habilidades alelopaticas de extratos vegetais surgem na
tentativa de tirar proveito de toxinas liberadas por plantas invasoras (XIE et al., 2019;
MANGADO et al., 2020). A diversidade estrutural e a evolugéo da atividade bioldgica
dos aleloquimicos oferecem oportunidade para o desenvolvimento tanto de
compostos naturais usados diretamente quanto de herbicidas sintéticos com novos
locais-alvo (BOZARI et al., 2012). Os alcaloides, pigmentos antibioticos, micotoxinas,
fatores de crescimento e compostos fendlicos sdo citados na literatura como os
aleloquimicos mais comuns (CANSIAN et al., 2013; DPORDEVIC et al., 2019).
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Essa pesquisa foi dividida em trés capitulos como mostra o resumo grafico

na figura 3.

FIGURA 3 — RESUMO GRAFICO DOS CAPITULOS

CAPITULO 1 - RNA-DEPENDENT RNA

el POLYMERASE (RDRP) NATURAL
". = CGQ — e ANTIVIRAL INHIBITORS: A REVIEW

CAPITULO 2 - GENUS KALANCHOE: AN
UPDATED REVIEW ON ANTIVIRAL POTENTIAL

CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL
E AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO IN VITRO
DO EXTRATO BRUTO DE Kalanchoe laetivirens DESC.

FONTE: O autor (2023).

Os testes experimentais foram realizados seguindo o fluxograma descrito na

figura 4.

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA DA PESQUISA

K. laetivirens

Obtengdo do sumo Atividade
Coleta das folhas frescas alelopatica
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3 p Preparagao identificagéo da xiragdo o oleo —— | fitoquimica do dlec
—_— — —
| ' sl essoncial
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26°08'11.1" S Liofilizagéo T\ fisico-quimicos
49°50'31.4" W 9
Extragao das folhas
com acetona (Soxlet)
B /N
Atividade Toxicidade preliminar do Teor de sélidos,
alelopatica extrato bruto ceténico rendimento dos extratos
Atividade /
hemolitica

FONTE: O autor (2023).
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3.1 CAPITULO 1 - RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE (RDRP) NATURAL
ANTIVIRAL INHIBITORS: A REVIEW

Nesta revisdo foram reunidos os extratos brutos, fracbes e compostos
isolados provenientes de fontes naturais que apresentaram resultados promissores
como inibidores de RdRp viral ao longo dos ultimos 20 anos. Como estratégia de
busca foram utilizados os seguintes descritores: medicinal plant OR plant extract OR
bioactive OR phytochemical OR bioactive OR natural product OR antiviral agents
AND RNA polymerase OR RNA replicase inhibitor. A busca pelos artigos foi
realizada nos principais bancos de dados da area da saude como Medline, Scopus,
Web of Science, Embase, Science Direct, Scielo e Lilacs.

Na etapa de triagem os artigos foram selecionados de acordo com a analise
do titulo e resumo. Para a inclusdo de artigos da primeira revisao consideramos 0s
seguintes critérios: artigo que apresentaram bioativos selecionados in vitro, de
acordo com a concentragao inibitéria média (ICs0), em testes relativos a inibigdo de
RNA polimerase dependente de RNA e compostos testados em virus que sao
capazes de infectar seres humanos. Foram excluidas as seguintes pesquisas:
provenientes de dleos essenciais; escritas sem a utilizacdo de caracteres romanos e
que nao apresentaram a inibicdo da polimerase viral como mecanismo de agao. A
etapa de elegibilidade foi concluida através de uma nova triagem por meio da leitura
dos artigos na integra, realizada por dois revisores (autores) independentes, em

casos de divergéncia, um terceiro revisor era consultado (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — PROCESSO DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS ESTUDOS PARA REVISAO

INTEGRATIVA
Critérios de busca: Estratégia de busca:
. Substancias isoladas e/ou extratos de + Descritores dispares: medicinal plant OR
substincias naturais que funcionam como extract plant OR bioactive OR
inibidores virais de RdRp; phytochemistry OR bioactive OR natural
. Compostos que ndo apresentaram metade do product OR antiviral agents AND RNA
valor méximo concentragio inibitéria capaz de polymerase inhibitor OR RNA replicase.
inibir 50% da enzima foram excluidas.
Base de dados:

Medline, Web of Science, Science Direct,
Scopus, SciELO, Lilacs e Google Scholar.

L

Artigos encontrados

175

* Artigos excluidos

130

Artigos analisados na
integra

45

_.-'Artigos excluidos apég":
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28

FONTE: O autor (2023).

3.2 CAPITULO 2 - GENUS KALANCHOE: AN UPDATED REVIEW ON ANTIVIRAL
POTENTIAL

Com objetivo de relacionar extratos e metabolitos com potencial antiviral no
género Kalanchoe, utilizou-se como estratégia de busca os seguintes descritores:
antiviral AND Kalanchoe. A busca pelos artigos foi realizada nos principais bancos
de dados da area da saude como Medline, Scopus, Web of Science, Science Direct,
Scielo e Lilacs, além da pesquisa que foi realizada de forma manual nas referéncias
citadas pelos artigos incluidos e na literatura cinzenta, como registros n&o indexados

(Google Scholar).
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Na etapa de triagem os artigos foram inicialmente selecionados de acordo
com a analise do titulo e resumo. Foram excluidos os artigos escritos sem
caracteres romanos, que apresentavam ensaios in vivo e ou in silico e que utilizaram
nos ensaios virus especificos de células vegetais. Nao foi estipulado um periodo de
tempo para esta revisao. A etapa de elegibilidade foi concluida através de uma nova
triagem realizada por meio da leitura dos artigos na integra (FIGURA 6).

Todas as etapas referentes a avaliagédo dos artigos foram realizadas por dois
revisores (autores) independentes, em casos de divergéncia, um terceiro revisor era

consultado.

FIGURA 6 — PROCESSO DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS ESTUDOS PARA REVISAO
INTEGRATIVA

Critérios de busca:
« Compostos bioativos das espécies do género Kalanchoe;
« Potencial para inibir virus e infecgdes;
« Baixa citotoxicidade e alta seletividade.
Estratégia de busca:
« descritores: antiviral AND Kalanchoe.

Base de dados:
Medline, Web of Science, Science Direct,

Scopus, SciELO, Lilacs e Google Scholar,

L 2

Artigos encontrados

_________________________________ ’ 2221

Artigos analisados na
integra

37

#Artigos excluidos apc')'s"-._
analise integral PR

30

Artigos incluidos na
revisio

7

FONTE: O autor (2023).
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3.3 CAPITULO 3 - CARACTERIZAGAO DO OLEO ESSENCIAL E AVALIACAO DO
POTENCIAL CITOTOXICO IN VITRO DO EXTRATO BRUTO DE K. Jaetivirens
DESC.

3.3.1 Cultivo da espécie K. laetivirens

O clima da regido do Planalto Norte do estado de Santa Catarina varia
conforme as estagdes do ano, o inverno costuma ser rigoroso e a temperatura pode
chegar a 0° C. Esta espécie diferente de outras do mesmo género apresenta
crescimento mais lento e ndo se adapta bem em temperaturas baixas. Levando em
consideragao também o baixo rendimento de material vegetal apds o processo de
liofilizagdo, optou-se por construir uma casa de vegetagcdo para poder realizar o
cultivo da espécie.

A casa de vegetacado foi coberta com um filme leitoso préprio para esta
finalidade, cercada por uma tela de sombreamento feita com fios de polietileno de
alta densidade, conhecida como sombrite (50% de sombreamento).

Primeiramente, realizou-se a analise quimica do solo da casa de vegetacao,
uma fina camada de terra foi retirada e descartada, em seguida coletaram-se
amostras de solo com profundidade de 20 cm em trés pontos diferentes do terreno.
As amostras foram homogeneizadas e uma amostra 0,4 kg de solo foram colocada
em saco plastico limpo e enviado para a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI). A muda da espécie K. laetivirens
utilizada para o cultivo foi obtida no local de coordenadas 26° 08'11.1" Se 49°
50'31.4" W.

3.3.2 Obtencao do material botanico para cultivo de K. laetivirens

Partes aéreas (folhas, plantulas e caules) de K. laetivirens foram coletadas,
nos meses de maio e junho, em Mafra, localizada no norte de Santa Catarina (26°
08'11.1" S e 49° 50'31.4" W) (FIGURA 7). A espécie vegetal ndo apresentava
floracdo quando foi coletada, as partes vegetais foram separadas, limpas quando
em excesso de terra, as folhas foram congeladas a -80°C. O presente estudo possui
cadastro na plataforma SISGEN, autorizagdo para atividades de acesso ao

patrimdnio genético com o codigo de cadastro A874D32.
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FIGURA 7 — LOCAL DE COLETA DO GENERO K. laetivirens NO BRASIL

FONTE: O autor (2019).

3.3.3 Reagentes e solventes utilizados

Todos os reagentes e solventes comerciais utilizados foram de pureza

analitica e de procedéncia Merck, Aldrich Chemical Company e Vetec.

3.3.4 Extrac&o e caracterizagc&o do 6leo essencial de K. laetivirens

Para a extragcdo do 6leo utilizou-se o aparelho de Clevenger, pesou-se
1.300g de folhas frescas de K. laetiverens, apos serem trituradas, foram colocadas
no extrator com 2L de agua deionizada, o sistema manteve-se aquecido a 100 °C

aproximadamente por 6 horas.

3.3.5 Liofilizacao

Por ser uma planta com alto teor de agua, a liofilizacdo foi o método de
secagem escolhido. A temperatura e a pressdo extremamente baixa proporcionam a
secagem adequada sem degradar o material vegetal (KAl et al., 2019). As folhas
foram desidratadas através do liofilizador Bench Top Pro, marca: VirTis SP
Scientific® (FIGURA 8).
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FIGURA 8 — LIOFILIZADOR

FONTE: O autor (2019).

3.3.6 Teor de umidade e cinzas do material vegetal

3.3.6.1 Porcentagem de umidade

Segundo a metodologia descrita pela Farmacopéia Brasileira 62 edigdo -
2019 (BRASIL, 2019a), aproximadamente 1g do material liofilizado e moido foi
transferida para um cadinho previamente dessecado e a amostra foi seca em estufa
a 100° C até peso constante. O peso resultante da perda por dessecacao foi
utilizado para calcular o teor de umidade presente no material por meio da seguinte

equacao:
U %= (Pu—Ps)/Pax 100
Na qual,
U (%) = teor de umidade, em porcentagem;
Pu = Peso do cadinho com a amostra antes da dessecacao;

Ps = Peso do cadinho com a amostra apds a dessecacgao;

Pa = Peso da amostra.

O procedimento foi realizado em quintuplicata, ao final, obteve-se a média

dos teores de umidade.
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3.3.6.2 Cinzas totais

A metodologia foi realizada conforme a Farmacopéia Brasileira 62 edigdo —
2019 (BRASIL, 2019a). Um cadinho previamente pesado e calcinado com 3g do
material vegetal seco e triturado foi levado a mufla e submetido a um aumento
gradual de temperatura (até o maximo de 600°C). Apos o periodo de 6h, o cadinho
foi retirado da mufla e dessecado. O ensaio foi realizado em quintuplicata, e o
resultado foi a média dos valores obtidos.

Em seguida, foi calculada a porcentagem de cinza, por meio da seguinte

formula:

Cinzas totais %= (P2- P1) / P3x100

Na qual,

P1 = Peso do cadinho;
P2 = Peso do cadinho com a amostra apds a incineragao;

P3 = Peso da amostra inicial.

3.3.7 Obtencao dos extratos brutos de K. laetivirens

Para a extracdo de compostos quimicos das folhas de K. laetivirens foi
utilizado o aparelho de Soxhlet modificado, (DE CARVALHO et al., 2009),
patenteado sob o numero de registro: P0601703-7.

No suporte de vidro, sobre uma placa porosa e uma camada de algodao foi
colocado 193g de material vegetal (FIGURA 9). Em seguida foram adicionados 3000
mL de acetona no baldo. Com o sistema sob aquecimento, a acetona presente no
baldo foi evaporada e posteriormente condensada no condensador de bolas,
conectado ao Soxhlet, permitindo seu retorno ao aparelho, propiciando uma
extracdo continua. Todo sistema foi levado ao aquecimento em manta aquecedora e
deixado em refluxo, perfazendo 2 ciclos de 8 horas, deste modo foi obtido o extrato

cetbnico bruto.
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FIGURA 9 — EXTRAGAO DAS FOLHAS DE K. laetivirens EM APARELHO DE SOXHLET
MODIFICADO

FONTE: O autor (2019).

Cerca de 30mL de cada extrato bruto obtido foram separados, para a analise
do teor de sdlidos e o restante foi concentrado em rotavapor até a evaporagao do

solvente para serem utilizados nos testes.

3.3.8 Determinagao do teor de solidos dos extratos brutos de K. laetivirens

Para determinar o teor de sélidos totais, foi seguida a metodologia descrita
na Farmacopéia Brasileira 62 edi¢cdo - 2019 (BRASIL, 2019a), ou seja, foi colocado 1
mL do extrato bruto em placas de petri previamente dessecadas e pesadas. O
material foi levado a estufa (105 °C) até o peso constante. O célculo foi realizado

seguindo a férmula:

S %= (Pu—Ps)/ Pa x 100
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Na qual,

S (%) = teor de sdlidos totais, em porcentagem;
Pu = Peso do cadinho com amostra antes da dessecacéo;
Ps = Peso do cadinho com a amostra apos a dessecacgao;

Pa = Peso da amostra.

3.3.9 Analise do potencial citotoxico de K. laetivirens

As técnicas selecionadas para essa analise foram: atividade toxica sobre o
microcrustaceo Artemia salina Leach, atividade hemolitica in vitro e avaliacdo da

atividade alelopatica.

3.3.9.1 Avaliacdo do potencial toxico de K. laetivirens sobre o microcrustaceo
Artemia salina Leach

Para essa avaliagao foi empregada a metodologia descrita por Meyer et al.
(1982), com modificagdes. Inicialmente, foi preparada uma solugado salina pH 8,8 a
10,0 com sal marinho Instant Ocean Sea Salt e 4gua destilada (concentragdo de 35
g/L). Essa solugao foi utilizada para eclosdo dos cistos do microcrustaceo Artemia
salina Leach e preparo das amostras. Para eclosdo, os cistos foram mantidos em
solugdo salina por 48 h sob agitagdo e aquecimento com lampada de 20W. Apds
eclosao dos cistos, os nauplios foram atraidos com auxilio de luz e coletados com
auxilio de pipeta de Pasteur.

Para o preparo de amostras, foi utilizada uma solucdo mae na concentracao
de 1000 pg/mL em solugado salina com 1% de dimetilsulféxido (DMSO) e diluigbes
nas concentragdes de 750, 500, 250, 100, 50 e 10 ug/mL. O mesmo se deu com o
controle positivo do experimento (sulfato de quinidina). Para controle negativo,
empregou-se solugao salina com 1% de DMSO.

Para conducao do ensaio 5 mL das diferentes concentragcdes de amostra ou
controles foram adicionados a frascos de vidro juntamente com 10 nauplios de
Artemia salina Leach. Os frascos foram mantidos abertos em local limpo e a
temperatura ambiente pelo periodo de 24 horas. Decorrido o tempo, foi conduzida a

contagem de animais vivos e mortos. O ensaio foi realizado em quintuplicata. A



49

atividade toxica foi determinada por meio da concentracéao letal 50 (CLso) com auxilio
da andlise estatistica Probit no software SPSS versdao 23.0. Valores de ClLso

inferiores a 1000 pg/mL indicaram toxicidade da amostra (MEYER et al., 1982).

3.3.9.2 Avaliagao da atividade hemolitica do extrato ceténico de K. laetivirens sobre
sementes de Lactuca sativa.

Para avaliar o potencial hemolitico do extrato em diferentes concentracdes
seguiu-se a metodologia descrita por (BANERJEE et al., 2008), com adaptagdes. Ao
final a avaliagdo da atividade hemolitica dos extratos brutos foi conduzida por
método espectrofotométrico. Inicialmente, o sangue de carneiro (Newprov®) foi
levemente homogeneizado e centrifugou-se 5mL do sangue durante 5 minutos a
3000 rpm, por 3 vezes. O sobrenadante foi desprezado, e a papa eritrocitaria
resultante foi diluida com PBS para obtencdo de uma solugcdo a 2%. Para a
realizacdo da prova de hemolise foram utilizados os extratos nas concentracdes de
1000, 500, 200 e 100ug/mL. A diluigao das amostras foi feita com 10% de metanol e
PBS. Como controle negativo foi utilizado 200uL de PBS em 200uL de solucéo de
eritrocito a 2%. Como controle positivo foi utilizado 200uL de agua purificada em
200uL de solugédo de eritrécito a 2%. No controle negativo adicionou-se 20uL de
metanol mais 180uL de PBS em 200uL de solucao de eritrécito a 2%.

Para a analise foram preparadas aliquotas em eppendorfs de 200uL para as
amostras em diferentes concentragdes e controles, e 200uL da suspensido de
eritrocitos a 2%. As solugcdes em eppendorfs foram incubadas durante 3 horas em
estufa a temperatura controlada de 37°C. Em seguida foram resfriadas em banho de
gelo, a fim de cessar a reagéo. Apos a incubacgéo, as solugdes foram centrifugadas a
3000 rpm durante 5 minutos.

Para avaliacdo da hemodlise foi utilizado espectrofotometria, na qual foi
mensurada a absorbancia do sobrenadante em leitor de microplacas Thermo Plate a
540nm (CHAUDHURI et al., 2007; BANERJEE et al., 2008). Para a quantificagdo da
hemdlise, o valor foi calculado em porcentagem, considerando-se o valor de 100% a

absorbancia do tubo de hemadlise total.

3.3.9.3 Avaliagao do potencial alelopatico do extrato cetdnico de K. laetivirens sobre
sementes de Lactuca sativa.
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Para a avaliagdo da atividade alelopatica de metabolitos presentes nas
folhas de K. laetivirens, observou-se a germinacdo de sementes e o0
desenvolvimento de plantulas. Como modelo experimental utilizou-se sementes de
Lactuca sativa L com alto indice de germinagdo e que apresentavam as
recomendagdes necessarias para o desenvolvimento adequado dos ensaios
(fabricante Agristar do Brasil LTDA lote 042016, 99% de pureza e 95% de
germinagdo). A espécie L. safiva, utilizada nos bioensaios apresenta uma
germinagao rapida, em aproximadamente 24h e crescimento linear, apresenta
resisténcia a variagdes de pH e mudangas osmoéticas (CANSIAN et al., 2013).

O teste foi realizado em caixas transparentes, tipo gerbox, quadradas com
11 cm e 3,5 cm de altura, contendo tampas. As caixas foram previamente secas em
estufa a 50 °C e higienizadas com hipoclorito de sodio, forradas com 2 folhas de
papel filtro Whatman® n° 6. Em seguida, foram preparadas solugdes em
concentragbes de 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL do extrato e como controle
empregou-se agua e solvente nas mesmas condi¢cdes de preparo. Foram pipetados
6 mL de amostra em cada caixa (2 vezes o peso do papel filtro), apés a completa
evaporagao dos solventes, cada caixa foi dividida em quatro quadrantes e cada
quadrante recebeu cinco sementes, totalizando vinte sementes (FIGURA 10).
Preparou-se para cada tratamento, duas caixas, uma destinada a avaliagdo da
germinagao e outra para verificagdo do crescimento. As caixas foram colocadas em
BOD com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12h.

O inicio da germinacao é apontado com a embebicdo da semente e o final
com a protrusao da radicula (MARCOS FILHO, 2005). Sendo assim, no ensaio do
teste de germinacao, foram realizadas leituras a cada 12 horas, as sementes
germinadas (protrusao da radicula de 3 mm) foram retiradas a cada leitura (DE et al.,
2002; ADEGAS; VOLL, 2003). Apos trés dias, essas caixas receberam a reposi¢céo
das amostras correspondente a 50% do volume inicial.

Para a verificagado do crescimento, apds o periodo de sete dias avaliou-se o
comprimentos da radicula (distancia em mm do colo até o apice meristematico), do
hipocétilo e foliolo (distancia em mm do colo até o apice) (MACIAS et al., 2000;
CHON et al., 2005; DIAS et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2012). As medidas foram

obtidas com o auxilio de um paquimetro digital.
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FIGURA 10 — CAIXA GERBOX COM SEMENTES DE Lactuca sativa L.

FONTE: O autor (2019).

O indice de velocidade de germinacgao foi calculado usando-se a férmula:

IVG = G1/N1 + G2/N2 +Gn/Nn

Na qual:

N € o numero de dias;
G é o numero de plantulas computadas por dia a cada contagem
(MAGUIRE, 1962).

A andlise estatistica foi feita utilizando o programa SISVAR e a comparagao
das médias por meio de teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (CENTENARO et
al., 2009).

3.3.9.4 Avaliagao do potencial alelopatico do sumo de K. laetivirens em estacas de
K. laetivirens.

Avaliou-se de forma qualitativa o potencial alelopatico do sumo de K.
laetiverens no enraizamento de estacas da mesma espécie, a metodologia foi
delineada segundo Lisboa et al. (2016), com modificagbes. Foram coletadas em

maio de 2020, estacas herbaceas de K. laetivirens com trés folhas, medindo
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aproximadamente 10 cm de comprimento, do apice da raiz a parte apical das folhas
(FIGURA 11). Tanto as estacas como as folhas utilizadas para a preparagdao do

sumo, foram coletadas na cidade de Mafra, no estado de Santa Catarina.

FIGURA 11 — ESTACAS HERBACEAS DE K. laetivirens

FONTE: O autor (2023).

Para a obtencdo do sumo a 10% (p/v), utilizou-se 100g de folhas de K.
laetivirens, em um liquidificador triturou-se as folhas com 1000mL de agua, apos
filtrou-se com auxilio de papel filtro. Foram acomodadas 3 estacas em cada
recipiente cilindrico com altura de 8cm, de vidro, sem tampa e com abertura de 5cm
de diametro. As estacas foram tratadas com 5mL de sumo (totalizando 9 estacas do
grupo teste) e 5SmL de agua purificada (9 estacas do grupo controle).

As estacas permaneceram imersas no sumo de folhas de K. laetivirens e em
agua purificada por 24h, apos este periodo os tratamentos (sumo e agua) foram
desprezados, os recipientes foram lavados. As estacas foram novamente
acomodadas nos recipientes e de acordo com cada tratamento, cada estaca
recebeu novamente 5 mL de sumo (teste) e de agua purificada (controle). Desta vez
todas as estacas ficaram imersas nos tratamentos por 20 dias (FIGURA 12). Apds
este periodo, analisaram-se visualmente, sem analise estatistica, os aspectos

relacionados com a sobrevivéncia da estaca e o comprimento de raizes.



FIGURA 12 — ESTACAS HERBACEAS DE K. laetivirens IMERSAS EM SUMO

FONTE: O autor (2023).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CAPITULO 1 - RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE (RDRP) NATURAL
ANTIVIRAL INHIBITORS: A REVIEW

Essa revisdo integrativa foi publicada na revista internacional Medicinal
Chemistry Research, cujo fator de impacto € 2.6 (A2), a revista publica pesquisas
que enfatizam as relagbes estrutura-atividade de compostos biologicamente ativos.
O artigo intitulado como “RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) natural
antiviral inhibitors: a review”, foi enviado para a revista em 27 de maio de 2022,
sendo aceito em 26 de agosto de 2022 e publicado em 29 de setembro de 2022. O
artigo pode ser acessado no link: https://link.springer.com/article/10.1007/s00044-
022-02963-2.

A enzima RdRp é parte do processo de replicacdo do RNA, a partir de um

molde de RNA. Inibidores dessa enzima s&o especificos para virus, pois esse
processo nao acontece em células eucariéticas. Além disso, a RdRp é especifica em
virus que sao mais propensos a sofrer mutagdo, que tém o material genético
codificado na forma de RNA. Durante a pandemia de covid-19, cientistas do mundo
inteiro reuniram esforgos para encontrar um composto ou farmaco candidato a inibir
a replicagao, consequente multiplicacdo e sucessivas mutagdes do SARS-CoV-2.
Em meio a esse cenario, essa pesquisa teve como objetivo principal simplificar o
processo de busca por fitocomplexos com potencial antiviral. E também especificar
especies vegetais, estruturas quimicas capazes de se ligar em sitios ativos da
enzima RdRp. Hidroxiflavonas, podocarpusflavona, amentoflavona, acido usnico
foram alguns dos compostos relacionados, a grande maioria deles pertencentes aos

grupos dos triterpenos e flavonoides.

4.2 CAPITULO 2 - GENUS KALANCHOE: AN UPDATED REVIEW ON ANTIVIRAL
POTENTIAL.

Nessa revisdo integrativa o potencial antiviral do género Kalanchoe foi
analisado, sem se restringir a um mecanismo de agao especifico. Foi inicialmente
aprovada pelo Conselho Editorial da revista Current Topics in Medicinal Chemistry,

cujo fator de impacto € 3.4 (A2). A revista publica revisbes nas areas da quimica
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medicinal, incluindo desenvolvimentos atuais em design racional de medicamentos,
quimica combinatoria, medi¢des de diversidade de compostos, absor¢cdo de
medicamentos, distribuicdo de medicamentos, metabolismo, alvos de medicamentos
novos e emergentes, produtos naturais, farmacogenémica e relagdes estrutura-
atividade. O artigo foi intitulado como “Genus Kalanchoe: An updated review on
antiviral potential”, foi enviado para a revista em 23 de outubro de 2023, sendo
aceito inicialmente em 01 de novembro de 2023. No momento, esta em analise pelo
servigco de suporte da revista.

Apos a pandemia causada pelo virus Sars-CoV-2, muitas pessoas ainda
sofrem com sintomas resultantes da covid prolongada e mais uma vez observa-se a
necessidade e a importancia de estudos cientificos que permitam a investigacao de
novas moléculas com potencial antiviral. O artigo apresentou um levantamento de
compostos bioativos presentes nas espécies do género Kalanchoe, utilizando a
selecado de artigos em varias bases de dados. Foi abordado o potencial para inibir
virus e infecgbes das espécies Kalanchoe pinnata, Kalanchoe draigremontiana e
Kalanchoe gracilis. Essa revisao possibilitou relacionar compostos candidatos a
futuras pesquisas. Conforme dados revisados, género Kalanchoe pode ser uma
fonte promissora de bioativos com baixa citotoxicidade e alta seletividade.

4.3 CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL E AVALIACAO DO
POTENCIAL CITOTOXICO IN VITRO DO EXTRATO BRUTO DE K. /aetivirens
DESC.

A selecao da espécie para o desenvolvimento de testes citotdxicos foi pela
escassez de dados, na plataforma de busca da National Library of Medicine (NLM),
PubMed, apenas um artigo foi encontrado utilizando o sinbnimo da espécie,

Bryophyllum laetivirens.

4.3.1 Cultivo da espécie K. laetivirens

Determinar a qualidade do solo e quantidade de nutriente é fundamental
para o cultivo de plantas medicinais, além disso € importante para que esses
parametros possam ser considerados e relacionados em estudos fitoquimicos

futuros (SIMOES). A analise quimica do solo pela EPAGRI mostrou que o solo
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estava proéprio para cultivo, portanto nao foi adicionado nenhuma substancia. Para
analise dos componentes do solo a EPAGRI utilizou as seguintes metodologias:
Argila- densiometria; P- Mehlich-1 / colorometria; K- Mehlich-1 / fotébmetro de
chamas; MO- espectroscopia; Al, Ca e Mg- KCI / espectrofotometria de absorgéo
atomica (FIGURA 13).

FIGURA 13 — ANALISE QUIMICA DO SOLO

% Argila pH-Agua indice P K % MO Al Ca Mg
mfv 1:1 SMP mg/dm* mg/dm?* mjv cmole/d  cmole/d  cmolc/d
4737 1- 15 6,3 7,1 76 64 3,1 0 5,7 0,8

Ne Lab Ref.  Area(ha)

H+Al CTC Al % Saturagio na CTCa pH 7.0 Relagbes
cmole/d  pH7.0  (valorm) Bases K Ca Mg Ca/Mg Ca/fK Mg/K
4797 1 1,22 7,85 0 =441 2,00 72,61 9,72 7,47 34,82 4,66

N2 Lab Ref.

pH
SMP

Ca

Mg

M.Baixo Baixo Médio Alto M. Alto

FONTE: O autor (2019).

A casa de vegetacado foi cercada por uma tela de sombreamento, que
permitiu a ventilagdo, evitou a umidade e impediu a entrada de poeira e animais. As
telas de sombreamento apresentam um custo menor e contribuem para o
resfriamento da casa de vegetagdo em dias mais quentes (SCARANARI et al.,
2008). Tanto as plantulas como as plantas adultas foram cultivadas em vasos
(FIGURA 14).

FIGURA 14 — PLANTULAS E PLANTA ADULTA DE K. laetivirens CULTIVADAS EM VASOS

FONTE: O autor (2019).
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A estufa foi coberta com plastico transparente, assim foi possivel ter a
passagem de luz solar e o calor em seu interior foi mantido (FIGURA 15). Tanto o
plastico como a tela de sombreamento protegeram as plantulas contra impactos
climaticos naturais, como vento, chuva, granizo, geada e assim foi possivel obter

uma quantidade maior da planta.

FIGURA 15 — CASA DE VEGETAGAO
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FONTE: O autor (2019).

Com o passar do tempo percebeu-se que a espécie apresentava um melhor
desenvolvimento fora da casa de vegetagao, sendo assim, esta foi destinada apenas
ao cultivo das plantulas. As plantas adultas eram protegidas apenas nos dias de
inverno rigorosos. Por meio da observagao direta da planta durante sete meses
(margo a setembro de 2019), foi possivel notar que as folhas apresentam plantulas
durante o periodo de verdo e outono, no inicio do inverno as folhas comegam a
perder as plantulas (FIGURA 16).



58

FIGURA 16 — FOLHAS DE K. laetivirens COM PERDAS DE PLANTULAS
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FONTE: O autor (2019).

4.3.2 Material vegetal

Todas as plantas observadas floresceram no fim do més de julho (FIGURA
17). Desta forma, foi possivel realizar o processo de herborizagdo. A planta fresca
com inflorescéncia foi analisada pelo bidlogo boténico Mario Fritsch, a exsicata
produzida foi depositada sob o numero 331500 (FIGURA 18), no Museu Botanico
Municipal (MBM) de Curitiba—PR, localizado no Jardim Boténico de Curitiba. A
identificacdo foi confirmada também pelo bidlogo botanico José Tadeu Motta do
MBM. O nome da planta K. laetivirens foi verificada no site The Plant List, sendo

sindbnimo de Bryophyllum laetivirens.

FIGURA 17 — FLORES DE K. /aetivirens

FONTE: O autor (2019).
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FIGURA 18 — EXSICATA DE K. laetivirens DEPOSITADA NO MUSEU BOTANICO MUNICIPAL
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FONTE: O autor (2019).

4.3.3 Extragao e caracterizagao do oleo essencial de K. laetivirens

A amostra obtida por hidrodestilacdo e identificada por cromatografia
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) mostrou 8 compostos quimicos
presentes no Oleo essencial de K. laetivirens. O volume obtido da extracdo,
aproximadamente 1L, de 6leo essencial de folhas e caules foi insuficiente para

caracterizar todos os compostos quimicos (TABELA 1).



TABELA 1 — RESULTADO DA CROMATOGRAFIA GASOSA DO OLEO ESSENCIAL DE K.
laetivirens

Compostos TR Irc Irt (%)
Heptane, 2,4-dimethyl- 3.595 847 820 3,40
(2E)-Hexenal 4.225 865 846 18,41
(2Z)-Hexenol 4.470 873 859 10,39
n-Hexanol 4.555 875 863 1,31
Benzene, 1,3-dimethyl- 4.650 878 872 0,80
1-Octen-3-ol 7.995 976 979 0,61
Cadina-1(10),4-diene 31.115 1514 1524 2,66
Ethyl p-ethoxybenzoate 31.290 1518 1522 1,46
NI 6.710 938 1,50
NI 7.030 948 2,35
NI 11.005 1052 4,13
NI 11.245 1058 1,71
NI 11.910 1074 0,64
NI 12.630 1091 0,66
NI 12.980 1099 2,82
NI 13.230 1105 1,19
NI 20.900 1274 3,54
NI 21.280 1283 0,79
NI 21.535 1288 0,89
NI 21.860 1295 0,94
NI 22.025 1299 0,76
NI 22.975 1321 3,12
NI 23.415 1331 10,08
NI 23.800 1340 1,11
NI 29.175 1466 10,14
NI 30.030 1487 3,15
NI 31.855 1533 2,18
NI 39.730 1742 1,97
NI 70.195 2807 3,69

NOTA: TR= tempo de retengao (minutos), IRt = indice de retengcédo (Adams, 2007), IRc = indice de
retencédo calculado, %= porcentagem do componente, NI = N&o identificados. Porcentagem de
compostos identificados 39,04, porcentagem de compostos nao identificados 57,36.

FONTE: O autor (2019).
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A tabela 2 relaciona os componentes identificados que estavam em maior

quantidade no 6leo essencial.

TABELA 2 — COMPONENTES MAJORITARIOS DO OLEO ESSENCIAL DE K. laetivirens

Grupos Quimicos Compostos TR IRc IRt (%)
Alcano 2,4-dimetil-heptano 3.595 847 820 3,40
Alcool de seis (2E)-Hexenol 4.225 865 846 18,41
carbonos
Alcool de seis (2Z)-Hexenol 4.470 873 859 10,39
carbonos
Sesquiterpeno Cadina-1 (10), 4-dieno 31.115 1514 1524 2,66

NOTA: TR= tempo de retencao (minutos), IRt = indice de retencédo (Adams, 2007), IRc = indice de
retencao calculado, %= porcentagem do componente, NI = Nao identificados
FONTE: O autor (2019).

Antes de realizar a extragao do 6leo essencial, folhas e caules frescos de K.
laetivirens foram triturados, sendo perceptivel a presengca de componentes volateis
de folhas verdes, caracteristicos em couve ou grama recém-cortada. Esse aroma é
devido a presencga principalmente de aldeidos, alcodis e ésteres presente nos
compostos organicos volateis (COV) liberados pela planta (HASHEM et al., 2022). O
composto (2E)-hexenal (FIGURA 19) em que a ligagdo dupla olefinica tem
configuragédo E, ocorre naturalmente em uma ampla variedade de frutas, vegetais e
especiarias (PUBCHEM, 2023). E resultado da oxidacdo enzimatica do &cido
linoléico, catalisada por lipoxigenases (HASHEM et al., 2022). Este composto é
comumente liberado apds danos celulares, por exemplo, quando a planta é cortada
e desempenha diversas fungbes no vegetal. Entre elas, participa do sistema de
defesa da planta, pode repelir ou atrair insetos, age também na comunicagdo com
outras plantas (SPYROPOULOU et al, 2017). Tem um papel como agente
aromatizante e agente antibacteriano (HASHEM et al., 2022; e PUBCHEM, 2023).

Outro composto quimico identificado foi o (2Z)-Hexenal, é produzido em
plantas com flores, coniferas e outras gimnospermas (EBI, 016). O (2Z)-Hexenol,
assim como o (2E)-Hexenal € um COV naturalmente encontrado em folhas verdes, é
capaz de provocar respostas em receptores olfativos de Sitona lepidus (gorgulho da
raiz do trevo) (PARK et al., 2013). O gorgulho da raiz do trevo, Sitona lepidus, € uma
espéecie de inseto que se alimenta frequentemente de nddulos radiculares fixadores
de N2 de trevo branco (Trifolium repens) (JOHNSON et al., 2005). O gorgulho-chato
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(Osphila tenuipes), presente em Madagascar, € um herbivoro que se alimenta de
folnas e caules de espécies Kalanchoe (HERRERA et al., 2012). Assim, como o
gorgulho da raiz do trevo € atraido pelo (2Z)-Hexenol, esse composto, entre outros,
pode ser o responsavel pela atragado do gorgulho-chato em espécies de Kalanchoe.

A comunicagao que acontece entre plantas e insetos desempenha um papel
essencial na ecologia quimica, as plantas respondem a herbivoria, através da
liberagdo de COVs, que por sua vez atraem inimigos carnivoros dos herbivoros
(DIRECT, 2010;AARTSMA et al.,, 2017). Ademais, diante de alguma ameaga os
COVs também podem “avisar” as plantas vizinhas de um possivel ataque, ou ainda
afetar negativamente as plantas ao redor, protegendo a planta emissora de
competi¢cdo. O conjunto de COVs liberados varia tanto em composi¢do quanto em
concentragdo a depender do estagio da planta, da espécie e de fatores ambientais,
por isso essa matriz de volateis foi descrita como mosaico volatil (A ARTSMA et al,,
2017) e envolve processos de alelopatia e alelobiose vegetal (HAN et al., 2023).

O composto 2,4-dimetil-heptano identificado no oleo essencial de K
laetivirens (FIGURA 19) é um dos COVs gerados por Eucalyptus spp., funciona
como fitotoxina. Zhiqun et al. (2017) investigaram a toxicidade dos COVs em Eisenia
fétida, os resultados revelaram que E. fetida exibiu comportamento significativo de
evasdao em relagdo as concentracbes mais altas de undecano, decano, 2,4-dimetil
heptano e 2,2,4,6,6-pentametil heptano. Concluindo que COVs presentes nas
rizosferas de Eucalyptus grandis podem exercer um impacto téxico e de alelopatia
resultando em um mecanismo subjacente de impactos ambientais prejudiciais nas
plantacdes comerciais.

Foi identificado também o composto Cadina-1 (10), 4-dieno, membro da
familia cadineno de sesquiterpenos (PUBCHEM, 2023). Também chamado de 6-
amorfeno, foi descrito na familia Myrtaceae, na espécie Myrcia multiflora (Lam) DC,
esta relacionado com pesquisas com O6leos essenciais por apresentar potencial
antimicrobiano, citotoxico e antioxidante (FERREIRA et al., 2021). O &-amorfeno foi
encontrado na composi¢cao quimica do 6leo essencial obtido das folhas de Piper
ovatum Vahl (Piperaceae), conhecida popularmente como anestésico, seu Oleo
apresentou propriedades antifungicas e antimicrobianas (SILVA et al.,, 2009). Nas
espécies Mentha spicata (PINO et al., 1998), Podocarpus gracilior, (MOHAMED et
al., 2023), Artemisia annua, Salvia tomentosa (PUBCHEM, 2023), entre outras, o &-

amorfeno também foi identificado.
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FIGURA 19 - COMPONENTES MAJORITARIOS DO OLEO ESSENCIAL DE K. laetivirens
H
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FONTE: A autora (2019).

4.3.4 Liofilizagao

Apéds separagao das partes vegetais, folhas e caules foram desidratados por
meio do processo de liofilizagao. A liofilizacdo € uma tecnologia de secagem que
ocorre quando o material vegetal € congelado e constitui a remogdo da agua por
sublimacdo (ESTUPINAN-AMAYA et al, 2020). Esse processo permite que 0s
metabdlitos sensiveis ao calor ndo sejam degradados e devido a grande quantidade
de agua em partes areas de K. laetivirens, este foi o processo mais adequado para
evitar também a contaminagao por microrganismos (FIGURA 20). A secagem foi
feita em varias etapas, de um total de 2.022 kg de folhas frescas obteve-se 193g de
material vegetal liofilizado. Ao termino da liofilizagdo realizou-se a analise fisico

quimicas do material vegetal.
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FIGURA 20 — FOLHAS LIOFILIZADAS DE K. laetivirens

FONTE: O autor (2019).

4.3.5 Teor de umidade e cinzas
As médias dos teores de umidade e de cinzas totais obtidas para as folhas

liofilizadas podem ser observadas no grafico 1, esses parametros atestam o controle

de qualidade do material vegetal.

GRAFICO 1 - TEOR DE UMIDADE E CINZAS (%) DO EXTRATO DE K. /aetivirens
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FONTE: O autor (2023).

A amostra liofilizada de folhas de K. laetivirens apresentou 7,96% e 11,22%
de teor de umidade e cinzas totais, respectivamente. Embora ndo existam
parametros estabelecidos descritos para esta espécie na Farmacopeia Brasileira, os
teores determinados pelos ensaios se encontram dentro do limite permitido para a

maioria das monografias de drogas vegetais (limite maximo de 8 a 14% para
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umidade e 20% para cinzas totais) (BRASIL, 2019). Estudos mostraram valores de
6,6% e 19,75% de teor de cinzas para a K. pinnata (SILVA, 2015; IMESQUITA,
2023).

Analisar o teor de umidade em uma amostra vegetal seca é essencial, faz
parte da padronizacdo e do controle de qualidade. Indica principalmente se o
processo de secagem foi feito de forma correta, uma amostra vegetal devidamente
seca inibe a atividade enzimatica e a proliferagdo de microrganismos que podem
degradar os compostos bioativos (AMIR et al., 2022).

Por meio da quantificagdo de cinzas totais € possivel avaliar a pureza de
uma amostra, assim como estabelecer a quantidade de substancias residuais nao
volateis no processo de incineragdo. Origina-se, basicamente, dos constituintes
minerais e organosmétalicos (carbonatos, fosfatos, cloretos, éxidos) que fazem parte
da composigao da planta (BRASIL, 1988; ROMEU et al., 2022).

4.3.6 Obtencao e rendimento do extrato bruto de K. laetivirens

O rendimento obtido pelo processo de extracado foi de 12,9 mg/mL e a
porcentagem em peso do teor de solidos em relacdo ao material vegetal foi de
10,33%.

O método de extragao por Soxhlet modificado, como descrito por Carvalho et
al. (2001), utiliza menos solvente, pois permite sua recuperagdo, aumentando a
eficiéncia da extragao. A acetona, solvente de polaridade intermediaria (ABUBAKAR,;
HAQUE, 2020), foi reutilizado até o esgotamento do material vegetal. Em seguida, o
extrato obtido das folhas de K. laetivirens foi submetido a concentragdo em

evaporador rotatério, em seguida armazenado em frasco ambar.

4.3.7 Analise do potencial citotdéxico de K. laetivirens

4.3.7.1 Avaliagao do potencial toxico frente ao microcrustaceo Artemia salina L

A A. salina € um modelo amplamente utilizado na avaliagdo da citotoxicidade
aguda, como vantagens do ensaio citam-se o facil manuseio dos cistos secos,
simplicidade, baixo custo, o curto ciclo de vida dos crustaceos e o método
padronizado de cultivo (ALBENDIN et al., 2021). Por serem filtradores, os
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microcrustaceos sao sensiveis a substancias toxicas, € um crustaceo de agua
salgada, inicia sua vida em cistos (KHABIB et al., 2022). Sendo assim, primeiro foi
estabelecido condigbes para que os cistos entrassem em estagio larval (nauplios), a
partir desse estagio foi possivel testar o extrato (sete diferentes concentragdes) das
folhas de K. laetivirens. Como controle positivo foi utilizado o sulfato de quinidina, na
tabela 3 foi apresentado o resultado das porcentagens de letalidade dos

microcrustaceos frente as solugdes testadas.

TABELA 3 — VALORES DE CLso (ug/mL) AVALIADOS FRENTE A Artemia salina

Concentragao Mortalidade (%) Lcso (ug/mL)
(ug/mL) +- SD LCL - UCL
10 0+ 0,000
50 0+ 0,000
100 2+ 0,447
250 0+ 0,000
500 18 £ 2,049 650,523
750 48 +4,816 (647,369 - 655,809)
1000 100 £ 10,000

NOTA: Nenhuma mortalidade foi observada no controle.

SD = desvio padrao

LCso = Concentragéo letal que mata 50% dos organismos expostos
UCL = 95% limite de confianga superior

LCL = 95% limite de confiancga inferior

*p < 0,05

FONTE: O autor (2023).

A interpretacao para a toxicidade aguda de artemia para extratos vegetais é
da seguinte forma: CLso < 100 ug/mL representa forte citotoxicidade, CLso variando
de 100 ug/mL a 500 pg/mL toxicidade moderada, valores de CLso entre 500 pg/mL a
1000 pg/mL toxicidade fraca e CLso > 1000 pg/mL nédo é considerada téxica (MEYER
et al., 1982). A toxicidade do extrato frente a Artemia salina nas condi¢oes testadas

foi considerada fraca, pois apresentou CLso média de 650 pg/mL.

4.3.7.2 Avaliagao da atividade hemolitica do extrato cetdnico de K. laetivirens

Este modelo de ensaio in vitro teve como objetivo avaliar o potencial
hemolitico presente no extrato cetonico de folhas de K. laetivirens. A porcentagem
de hemolise obtida para as diferentes concentracées do extrato néo difere
estatisticamente da hemdlise obtida pelo controle negativo e da amostra que
continha apenas os solventes utilizados (branco). Notou-se que na concentragéo de

500 pg/mL a porcentagem de hemolise foi menor que as obtidas nas concentragdes
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menores (100 e 250 ug/mL). Embora a diferenga nao seja significativa, & possivel
qgue na concentragao de 500 ug/mL o extrato seja capaz de promover a protecao da
membrana dos eritrocitos, sugerindo o sinergismo entre compostos antioxidantes ou
efeitos diferentes em concentragdes diferentes de um mesmo composto (GRAFICO
2). As espécies de Kalanchoe apresentam um grande potencial antioxidante, elas
sao descritas como fontes naturais de conteudo fendlico e flavonoides (MILAD et al.,
2014; FERNANDES et al., 2016; MAYORGA et al., 2019; ANDRADE et al., 2023).

GRAFICO 2 — AVALIACAO HEMOLITICA DO EXTRATO CETONICO DE FOLHAS DE K. laetivirens.
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Valores seguidos de letras semelhantes ndo diferem estatisticamente entre si.
POS: Controle positivo; NEG: Controle negativo; BRAN: Controle branco.
FONTE: O autor (2020).

4.3.7.3 Avaliagao do potencial alelopatico do extrato cetdnico de K. laetivirens sobre
sementes de Lactuca sativa.

Nesse ensaio foi possivel verificar a presenga do potencial alelopatico
inibitério de bioativos presentes nas folhas de K. laetivirens, utilizando sementes de
Lactuca sativa, um modelo de planta dicotiledonea. Percebeu-se uma diferenca
significativa na germinagcdo das sementes entre o grupo controle e o grupo teste,
além disso, nas sementes do grupo teste que apresentaram germinagao
(submetidas a concentragcbes menores de extrato) foi possivel notar alteragdes
estruturais da radicula, as mesmas alteracbes nao foram vistas nas radiculas que
emergiram das sementes do grupo controle (FIGURA 21).
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FIGURA 21 - GERMINAGAO DAS SEMENTES DE LACTUCA SATIVA COM EXTRATO DE K.

laetiveres
C")—'_"—"_ A B C D E F
- ' O "
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NOTA: A — Controle positivo (agua e solvente); B, C, D, E, F — testes nas concentragdes de 100,
250, 500, 750,1000 pg/mL, respectivamente.

FONTE: O autor (2019).

A figura 22-A mostra a porcentagem de inibigcdo do crescimento de plantulas
de Lactuca sativa frente as concentragdes utilizadas do extrato bruto K. laetivirens.
Nessa figura (22-A) ndo consta o controle, pois nesse grupo houve a germinacéo de
todas as sementes. A porcentagem média de crescimento da radicula, hipocdétilo e
foliolo, foi obtida a partir das medidas em milimetros de todas as sementes que
germinaram, foi analisada pelo teste Scott-Knott e podem ser visualizadas na figura
22-B. Na figura 23 mostra o IVG, significativamente influenciado ja nas menores
concentragdes (100, 250 e 500 ug/mL) e nas maiores concentragbes a velocidade
de germinacgao foi ainda menor. Portanto, nas figuras 22 e 23 podemos visualizar
também que a fitotoxicidade foi concentracdo dependente, o0 mesmo resultado foi
relatado por outros estudos realizados, como na avaliagdo da alelopatia em espécie
de Caesalpinia ferrea (DE OLIVEIRA et al., 2012).



FIGURA 22 - AVALIAGAO DO CRESCIMENTO (%) EM CAIXA GERBOX DE RADICULAS,
HIPOCOTILO, FOLIOLO DE PLANTULAS DE Lactuca sativa FRENTE A DIFERENTES
CONCENTRAGOES DO EXTRATO BRUTO CETONICO DE K. laetivirens
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100 0.675000a1 0.150000a1 0.150000a1
250 0.500000a1 0.125000a1 0.000000a1
500 0.000000a1 0.000000 a1 0.000000a1
750 0.000000a1 0.000000a1 0.000000a1
1000 0.000000a1 0.000000a1 0.000000a1
Controle 13.555556 a2 1.555556 a2 2.722222 a2
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NOTA: A - Avaliacéo da inibicéo (%) de crescimento da radicula, hipocétilo e foliolo de Lactuca sativa

frente a diferentes concentragdes do extrato de K. laetivirens; B - Valores seguidos de letras

semelhantes nao diferem estatisticamente entre si por meio do teste Scott-Knott (CENTENARO et al.,

2009).

FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 23 — AVALIAGAO DO INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO DE Lactuca sativa
FRENTE A DIFERENTES CONCENTRACOES DO EXTRATO DE K. laetivirens
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NOTA: A - Avaliagéo do indice de velocidade de germinacgao de Lactuca sativa frente a diferentes
concentragdes do extrato de K. laetivirens; B - Valores seguidos de letras semelhantes ndo diferem
estatisticamente entre si por meio do teste Scott-Knott (CENTENARO et al., 2009).

FONTE: O autor (2023).

4.3.7.4 Avaliagao do potencial alelopatico do sumo de K. laetivirens em estacas de
K. laetivirens.

Apos 20 dias, foram notadas diferengas nas raizes das estacas tratadas com
0 sumo, como coloragdo escura, elas também ficaram mais frageis, finas e
ressecadas. Além disso, as raizes das estacas tratadas com sumo nao se
desenvolveram como as raizes das estacas tratadas apenas com agua (FIGURA 24
e 25). Nao foi possivel realizar a analise estatistica, pois nao foi possivel medir as
raizes.
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FIGURA 24 — AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DO SUMO EM ESTACAS DE K.
laetiveres

Nota: A - raizes de estacas tratadas com agua; B - raizes das estacas tratadas com sumo.
FONTE: O autor (2019).

FIGURA 25 — AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DO SUMO EM ESTACAS DE K.
laetiveres

A

Nota: A — plantulas correspondentes ao grupo controle, tratadas com agua; B - plantulas
correspondentes ao grupo teste tratadas com sumo.

FONTE: O autor (2019).

O potencial alelopatico observado nos ensaios pode explicar a invasividade
descrita para espécies, varios estudos tentam explicar e levantar os motivos que
levam a ampla expansédo de Kalanchoe (VARGAS et al., 2022) As espécies sao
consideradas invasoras dependendo da regido geografica e das suas espécies
nativas, em um estudo sobre registros bioldgicos e espécies exdticas invasoras, a K.
pinnata foi mencionada como sendo a responsavel pela formacéo de um “tapete”
denso que acaba deslocando a vegetacdo nativa (VARGAS et al, 2022). O
resultado observado através da avaliagao alelopatica do sumo de K. laetiverens em

mudas da mesma espécie sugere que provavelmente as folhas contém
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aleloquimicos extraiveis com agua, que podem perturbar a divisdo celular e afetar
algumas atividades enzimaticas (MWENDWA et al., 2022).

Em Leucaena leucocephala, citada como uma das mais agressivas espécies
invasoras do mundo, os seguintes aleloquimicos foram isolados: acido p-
hidroxibenzdico, acido protocatecuico, acido vanilico, acido galico, acido p-
hidroxifenilacético, acido p-hidroxicinamico, acido cafeico, acido ferulico (acidos
fendlicos), epicatequina, epigalocatequina, galocatequina, quercetina, mimosina
(MWENDWA et al., 2022).

Corroborando com os resultados obtidos na primeira avaliagao alelopatica,
(interacdo dos metabolitos presente no extrato de K. laetivirens com a semente de
Lactuca sativa) outras espécies invasoras também apresentaram potencial
alelopatico inibitério dependente de concentracdo, devido a presenca de acidos
fendlicos. As citadas foram: Ageratum conyzoides (acido galico, acido p-
hidroxibenzoéico, acido ferulico e acido p-cumarico), Lantana camara, Eucalyptus
tereticornis, E. camaldulensis, E. polycarpa E. microtheca (p-cumarico, galico,
gentisico, p-hidroxibenzdico, seringo e acidos vanilicos e catecol) (MWENDWA et
al., 2022).

Diferentes fendlicos constituem a classe mais importante de aleloquimicos
vegetais e sdo capazes de inibir a germinacao, pois aumentam a permeabilidade da
membrana celular. Essa perturbacdo na membrana celular, consequentemente
altera o equilibrio hidrico, dessa maneira, provavelmente, algumas vias metabdlicas
ficam comprometidas pela inibigdo enzimatica, resultando na diminuicdo na
absorcao de nutrientes, sintese de fitohorménios, sintese de proteinas, respiragao e
por fim provocando a inibicdo da divisdo celular (LI et al., 2010). A alteracdo na
respiracao causada devido as alteragdes nos estdmatos por aleloquimicos fendlicos
resulta na diminuicdo da taxa fotossintética e na producdo de clorofila. Estes foram
os motivos relatados para a inibigdo do crescimento de soja (Glycine max) pelos
seguintes metabdlitos: acido caféico, acido clorogénico, acido t-cinamico, acido p-
cumarico, acido ferulico, acido galico, p-hidroxibenzaldeido, acido 5-sulfosalicilico,
acido vanilico e vanilina (PATTERSON, 1981). Estudos mostraram que os
aleloquimicos fendlicos do acido ferulico também foram capaz de ativar a sintese de
acido abscisico, hormonio vegetal sintetizado principalmente nas folhas, que atua na

inibicdo do crescimento caulinar e radicular (CHEN et al., 2022).
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O aleloquimico 3-(1-oxo-3-fenilpropil)-1, 1,5-trimetilciclo-hexano-2,4,6-triona,
conhecido como dihidrocalcona mirigalona A ou chalcona (cetona aromatica de
ocorréncia natural) foi capaz de inibir a germinacdo de sementes de Lepidium
sativum (agrido) (NAKABAYASHI et al., 2022). Essa fitotoxina, pertence a classe
dos flavonoides e demonstrou aumentar a permeabilidade da membrana celular,
especificamente da testa (tegumento da semente) (FERREIRA et al., 2018;
NAKABAYASHI et al., 2022). O composto mirigalona A foi identificado nos frutos e
folhas de Myrica gale (familia Myricaceae) e demonstrou fitotoxicidade em Fallopia x
bohemica, uma espécie invasora, sugerindo ser um potente herbicida natural
(POPOQVICI et al.,, 2011). Uma série de alteracbes moleculares independentes e
dependentes de auxinas (hormdnio vegetal produzido pelas células meristematicas,
principalmente no apice do caule) foram elucidadas e descritas com o objetivo
explicar a fitotoxicidade desenvolvida pela mirigalona A, entre elas o atraso da
ruptura do endosperma (concentragdo dependente), alteracdo da giberelina
(horménio que atua na germinagdo da semente), no metabolismo do jasmonato e
expressdo de genes transportadores de hormdnios (especialmente os envolvidos
com o transporte de auxinas), sinalizagdo oxidativa, aquaporinas e captagéo de
agua (NAKABAYASHI et al., 2022). Plantas ricas em polifendis tém sido usadas para
curar varias doencas, os flavonoides constituem um grupo composto por mais de
9000 moléculas, apresentam funcbdes farmacologicas por serem capazes de
provocar a inibicdo de algumas enzimas envolvidas na geragao de radicais livres,
incluindo lipoxigenase, ciclooxigenase, mono-oxigenase microssémica, xantina
oxidase e glutationa S-transferase (GST). As fungdes bioldgicas relacionadas a
estes bioativos sdo de extrema importancia para a planta, as principais estéao
relacionadas com protecédo ultravioleta, alelopatia e sinalizacdo (KHALID et al.,
2019).

Em relagdo a citotoxicidade de Kalanchoe em células cancerosas, a K.
pinnata apresentou metabdlitos (acido galico, acido p-cumarico, kaempferol,
quercetina) que podem interferir vias envolvidas com o processo de progressao do
tumor, resultando na inibicdo da proliferag&o celular, indugéo da apoptose, migragéo
celular, angiogénese e regular processos como estresse oxidativo ou autofagia
(HERNANDEZ-CABALLERO et al., 2022).

A briofilina (bufadienolideo) foi isolada de K. pinnata, mostrou-se ser um

potente agente contra diferentes tipos de células tumorais (MILAD et al., 2014). Os
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bufadienolideos apresentam uma gama de atividades biolégicas (cardioténicas,
anticancerigenas, antiangiogénicas, antivirais, imunomoduladoras e antibacterianas),
a Kalanchoe é uma fonte natural desses compostos. Entretanto também foram
relatados como responsaveis por envenenamentos acidentais ocasionados em
animais domésticos e gados (STEFANOWICZ-HAJDUK et al., 2023). Fracao rica em
bufadienolideos de K. daigremontiana foi testada em plaquetas sanguineas,
nenhuma citotoxicidade foi observada, mas apresentou risco para humanos que se
alimentavam de plantas contendo bufadienolideos na Africa do Sul
(KOLODZIEJCZYK-CZEPAS; STOCHMAL, 2017b).

As plantas do género Kalanchoe sao conhecidas por conter flavonoides,
alcaloides, acidos fendlicos, saponinas, taninos e bufadienolideos. Supde-se que o
potencial alelopatico observado pode ser devido aos flavonoides, acidos fendlicos e
bufadienolideos, que podem estar presentes também na espécie K. laetivirens,
embora ainda ndo existam dados sobre a composi¢cdo do extrato desta espécie
(MOURA et al., 2021).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio das revisdes integrativas foi possivel selecionar compostos
isolados e ou extratos que apresentaram potencial antiviral, desta forma
direcionando futuros estudos de bioatividades. O capitulo 1 desta tese corresponde
a primeira revisdo realizada, onde diferentes plantas foram citadas e varias
moléculas foram apresentadas como compostos protétipos no desenvolvimento de
antivirais. Esses compostos, na grande maioria flavonoides e acidos fendlicos, foram
capazes de inibir uma enzima especifica (RdRp) envolvida na replicacao.
Paralelamente, a segunda revisao reuniu estudos que demonstraram o potencial do
género Kalanchoe como fonte de metabdlitos antivirais promissores, também da
classe dos fendlicos e flavonoides.

A procura por novas moléculas é uma necessidade, muitas pesquisas estao
sendo feitas com espécies do género Kalanchoe. Os aleloquimicos fendlicos e da
classe dos flavonoides podem alterar diversas vias de sinalizagdo. Portanto, a
avaliagao de habilidades alelopaticas de produtos naturais, também pode auxiliar o
direcionamento de estudos farmacoldgicos. Conforme os resultados obtidos pelas
revisdes integrativas realizadas no capitulo 1 e 2, muitos compostos citados que
apresentaram atividades antivirais também apresentaram potencial alelopatico em
outros estudos, como quercetina e acido galico. A falta de estudos da espécie K.
laetivirens e os resultados obtidos no capitulo 3, como a baixa citotoxicidade e o
potencial alelopatico, sugerem que esta espécie pode ser muito promissora em
estudos de atividades biologicas tanto de interesse agronémico, como

farmacologico.

5.1 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Pouco se sabe ainda sobre a espécie K. laetivirens, € necessario que se
faca a elucidacdo dos constituintes quimicos presentes no extrato aquoso, extrato
cetbnico, etandlico e 6leo essencial da espécie. Inicialmente, sugere-se o estudo
fitoquimico do extrato cetdnico, utilizado nos ensaios descritos no capitulo 3. Além
disso, recomenda-se realizar a extragdo de uma quantidade maior de 6leo essencial
e a caracterizagao de todos os seus constituintes, apos, realizar ensaios para avaliar

o potencial alelopatico do 6leo essencial de K. laetivirens em diferentes modelos.
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Recomenda-se também a avaliagdo do potencial alelopatico do sumo em diferentes
sementes e estacas. E como atividade farmacoldgica principal recomenda-se a

avaliagao de todos os extratos em ensaios antivirais.
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